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3 EINLEITUNG

3.1 Der NO'/cGMP-Signaltransduktionsweg

Eine Voraussetzung fur die Funktionaitdt des NO /cGMP-Signaltransduktionsweges ist
die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO') durch die NO-Synthasen. Gebildetes NO™ kann
frei durch Membranen diffundieren und wirkt als endogener Botenstoff auf verschiedene
Weise protektiv (Abb. 1). Die am besten bekannte Wirkung ist die Vasodilatation (122),
NO wirkt aber auch antiaggregatorisch in Thrombozyten (142) und antiadh&siv in
Leukozyten (86). Ebenfalls werden dem NO  antiproliferative (160) und antioxidative
Effekte zugeschrieben (5;144).

Endothel zellen

e [reesy [ ]

NO* K+ Hyperpolarisation

K+-Kanal

Ca+-Eingtrom

& N
Ca&*-Aufnahme GTP cGMP

/ IRAG

PKG
1P,

Ca2 +¢ Ca*-Freisetzun

glatte Muskelzelle Vasodilatation

Abb. 1: Mechanismen der Vasodilatation durch den NO"/cGMP-Signaltransduktionsweg.

Beim Mechanismus der Vasodilatation glatter Muskelzellen wird NO' im Endothel von der
endothelidlen NO-Synthase (eNOS) gebildet (Abb. 1). Es diffundiert in die glatte
Muskelzelle und fihrt hier zu einer Aktivierung der [6slichen Guanylatzyklase (SGC). Die

14



3 EINLEITUNG

SGC katalysert die Umsetzung von Guanosintriphosphat (GTP) zu zyklischem
Guanosinmonophosphat  (cGMP). Der Anstieg der cGMP-Spiegd fuhrt zu einer
Aktivierung der Proteinkinase G (PKG), die dann verschiedene Proteine in der Membran
des sarkoplasmatischen Retikulums phosphoryliert. So wurde gezeigt, dass PKG das
Protein Phospholamban phosphorylieren kann (25). In der dephosphorylierten Form fihren
die Monomere dieses Proteins durch Bindung an zytoplasmatische und membranstandige
Doménen der sarkoendoplasmatischen ATPase (SERCA) zu einer Hemmung dieser
Caciumpumpe. Wird Phospholamban  phosphoryliert, kommt es zu ener
Zusammenlagerung der Monomere zu Pentameren und damit zu einer Aufhebung der
SERCA-Hemmung (163). Die Aktivierung der SERCA bewirkt eine Rickspeicherung
intrazelluldren Calciums in das sarkoendoplamatische Retikulum, was in der Folge
ebenfalls eine Verminderung des Einstroms von extrazellul&rem Calcium in den zeluléren
Calciumspeicher aud 0st (24).

Ein weiterer Mechanismus der NO'/cGMP-Signatransduktion ist die Phosphorylierung
von IRAG (IP; receptor associated cGMP kinase substrate) durch die aktivierte PKG
(155). Phosphoryliertes IRAG fuhrt zur Hemmung der Inositoltriphosphat  (1P3)-
vermittelten Calcium-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum. Auch diese
Hemmung tragt zur Erniedrigung der intrazelluldren Calcium-Konzentration bei. Ferner
kann NO' auch Calcium-abhéngige Kaiumkandle aktivieren, wobei dieser Effekt sowohl
direkt durch NO (9) as auch Uber eine Aktivierung der PKG (152) vermittelt sein kann. In
jedem Fall kommt es zu einer Hyperpolarisation der Membran durch den gesteigerten
Kaiumausstrom aus der Zelle. Diese Hyperpolarisation beeintréchtigt depolarisierende

Signale und erschwert damit die Aktivierung spannungsabhangiger Calciumkandle.

Zusammengefasst fuhren dle drei Mechanismen zu ener raschen und effektiven
Reduktion der intrazelluldren Calcium-Konzentration in der glatten Muskelzelle und damit
zu einer Vasodilatation (Abb. 1).

15
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3.2 Dieendotheliale NO-Synthase

Innerhalb der Gefal3wand wird NO' fast ausschliefdich von der endothelialen NO-Synthase
(eNOYS) in den Endothelzellen gebildet. Insgesamt sind drel Isoformen der NO-Synthasen
bekannt: Die endotheliale, neuronale und induzierbare NO-Synthase (110). Sie
unterscheiden sich durch die Expression in unterschiedlichen Zelltypen. So kommt die
eNOS reben den Endothelzellen auch in Kardiomyozyten und Pléttchen vor (182;185). Die
neuronale NOS wird hauptsachlich in Nervenzellen gebildet und die induzierbare NOS
wird in Makrophagen erst nach Stimulation durch Zytokine as Antwort auf eine
Entziindungs- und Immunresktion exprimiert.

Die in dieser Arbet untersuchte eNOS ist eén Homodimer mit einer C-terminaen

Reduktase- und einer N-terminalen Oxigenase-Doméne (Abb. 2).

Reduktase-Doméne Oxigenasz-Doméne

O, L-Arginin

NADPH p—
QFAD - AVIN—<p

i

NO

BH,
L-Citrullin

Abb. 2. Schematische Darstellung (nach Pfeiffer et. al, 1999) eines eNOS-Monomers mit den Kofaktoren
und dem Substrat L-Arginin.
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3 EINLEITUNG

Das eNOS-Dimer wird durch eine tetrahedrae Zinkbindung zwischen je zwei
Cysteinresten der Monomere stabilisiert (141) (siehe Abb. 30). Die Reduktase-Doméane
kann  b-Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) binden (14) und so
Elektronen Uber das gebundene Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und FlavinrAdenin
Mononukleotid (FMN) auf das Ham in der Oxigenase-Doméne Ubertragen. Fur diesen
Elektronenfluss ist die Bindung von Camodulin notwendig (190). Durch die Reduktion
des Ham-Eisen zu F&" wird die Anlagerung von Sauerstoff ermdglicht. Ein weiterer
Kofaktor ist das (6R)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin (BH,), dem eine besondere
Bedeutung fur die richtige Funktion der eNOS zukommt (siehe unten). Als Substrat dient
L-Arginin, das in einer Reaktion mit dem Zwischenprodukt N'-Hydroxy-L-Arginin zu L-
Citrullin und NO' reagiert (Abb. 3) (100). Bei dieser Reaktion werden insgesamt finf
Elektronen Ubertragen, wobei zwei Elektronen von einem Mol Sauerstoff und drei
Elektronen von 1,5 Mol NADPH bereitgestellt werden.

1,5 NADPH NADP+

\ FMN FAD /
?OOH / \ (IIOOH / \ COOH

HQN'C_H Fa 2+ Fe 3+ H:N"""?"H BH4 BH2 HZN_(‘:_H

He, | o o HE, | I HE, ¢

C C
H S N NS0
L-Arginin N™Hydroxy-L-Arginin L-Citrullin

Abb. 3: Schematischer Reaktionsablauf der NO"-Syntheser eaktion (nach Hacker, 1999)

In der Endothelzelle ist die eNOS hauptséchlich in Caveoli eingeschlossen. Diese Caveoli
sind Einstilpungen der Plasmamembran. Bel einem Calcium-Einstrom in die Zelle kommt
es zur Freisetzung der eNOS (122). Calcium bindet an Calmodulin und dieses an die eNOS
(102). So wird der Elektronentransport der eNOS aktiviert und es kann NO' gebildet
werden. Bindet Caveolin-1 an die Reduktase-Doméne der eNOS, wird der Elektronenfluss
wieder unterbrochen. Die eNOS wird inaktiviert und wieder in die Caveoli der Membran

eingeschl ossen.
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3 EINLEITUNG

Die Regulation der eNOS-Aktivitat wird durch viele Faktoren beeinflusst. Der wichtigste
Mechanismus ist die negative Ruckkopplung durch NO selbst (18). Liegt NO im
Uberschuss vor, so bindet es an das Fe*" der Ham-Gruppe und hemmt die eNOS, die
Affinitédt des HamEisens zu NO' ist grofder as die zu Sauerstoff, so dass NO' his zu
80-90 % der eNOS-Aktivitét unterdriicken kann (1).

Die eNOS-Expression wird durch das Ausmal3 der Transkription des eNOS-Gens in m
RNA und deren Stabilitét entscheidend bestimmt. Die Regulation der eNOS-Expression ist
komplex (123). Zu den Faktoren, die eine vermehrte Expression der eNOS induzieren
konnen zéhlen mechanische Dehnung, "shear stress’ (laminare Stromungsbewegung, die
auf die Zelen einwirkt), Lysophosphatidylcholin, cGMP-Analoga, Lipoproteine,
Inhibitoren der Proteinkinase C und Zytokine (3;64;126;143;172;189). Ebenso wird eine
Steigerung der Transkription durch Wasserstoffperoxid- (36) und Ostrogen-Gabe (169)
beobachtet. Dagegen wird bei einer bestehenden Hypoxie die Transkription gehemmt
(107). Die gebildete mRNA wird durch den vaskuldren endothelilen Wachstumsfaktor
VEGF dabilisiert (12;85). Der Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) (125) und hohe
Konzentrationen an oxidiertem LDL bewirken alerdings einen schnellen mRNA-Abbau
(90).

Das nach der Trandation gebildete eNOS-Protein wird zunachst myristoyliert und
pamitoyliert. Diese am Golgi-Apparat stattfindenden Prozesse sind fir die Lokalisation
der eNOS an die Membran notwendig (94). Das gesamte Zytoskelett der Endothelzelle und
die Fahigkeit, die eNOS an die Zytoplasma-Membran binden zu kénnen sind ebenfalls eine
Voraussetzung fur eine eNOS-Aktivierung (145). An der Membran erfolgt dann die
Thyrosin- und Serin-Phosphorylierung durch die Proteinkinase A und die Akt-Kinase
(35;44). Diese Aktivierung kann wiederum durch die Proteinkinase C (PKC) gehemmt
werden (59). Die Bindung eines weiteren Proteins, Hsp90 (heat shock protein 90), an die
eNOS bewirkt eine schnellere Ablésung des Caveolin-1 von der eNOS und damit eine
schnellere Aktivierung (48).
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Studien deuten darauf hin, dass NO-Synthasen unter bestimmten Bedingungen auf3er NO
auch Superoxidradikale (O, ) generieren kénnen. Die Bildung von O, " wurde schon frih
bei der neuronden NO-Synthase beobachtet (57;137). Spéter konnte dies auch fur die
eNOS gezeigt werden (26;138). Heute wird eine O, -Produktion durch die eNOS auch als
»Entkopplung” bezeichnet. Der Elektronenfluss von NADPH wird fehlgeleitet und der
Saverstoff zu Q" reduziert. Der genaue Mechanismus der Entkopplung ist nicht bekannt,
doch zeigen Elektron-SpinrResonanz  (ESR)-Messungen, dass dieser  Vorgang
Calcium/Calmodulin-abhéngig ist und der Kofaktor BH, eine bedeutende Rolle spielt. So
konnte gezeigt werden, dass bel einem Mangel an BH,4 die eNOS O, " angtatt NO' bildet
(174;186). Bel einer derartigen Entkopplung konnte die sonst protektive Wirkung der
eNOS ins Gegenteil gekehrt werden und sie wiirde zu einer weiteren Radikalquelle, die
den oxidativen Stress in Bl utgefél3en zusétzlich erhoht.
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3 EINLEITUNG

3.3 Dieloédliche Guanylatzyklase

Die Guanylatzyklasen, die die cGMP-Bildung kataysieren, kommen in membran
gebundenen und l6dichen Isoformen vor (46;149). Die membrangebundene
Guanylatzyklase ist ein Monomer, das zur Gruppe der Rezeptor-gekoppeten Enzyme mit
einer  membraniberspannenden Einheit gehort (47). Sie wird von verschiedenen
Peptidhormonen stimuliert (43). Dartber hinaus gibt es eine Zytoskelett-assoziierte
intestinale Guanylylzyklase, die auch als Guanylylzyklase C bezeichnet und durch das
Protein Guanylin aktiviert wird. Die Hauptfunktion dieser Isoform besteht in der
Regulation von Wasser- und Elektrolythaushalt (8). Die hier untersuchte lédiche
Guanylatzyklase (SGC) ist ein Heterodimer mit einer & und einer &Untereinheit (Abb. 4,
links), die beide fur die katalytische Aktivitét der sGC notwendig sind (56).

5 | NO® His105
His105 Co co
) @ N, @
ZDR \

\
7—T His105 N
His105

<>

Abb. 4: Links: Schematische Darstellung der sGC mit der N-terminalen Sequenz (NS), der zentralen
Dimerisieungs-Region (ZDR) und der katalytischen Doméne (KD). Rechts: Schema der Aktivierung der
Guanylatzyklase durch NO™, CO und Protopor phyrin IX. Wahrend NO und CO das zentrale Fe desHams
ausder planaren Ebene zu einer tetrahedral e Konfiguration herausheben, wirkt Protoporphyrin I X durch
Verdrangung des Hams.

His105
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3 EINLEITUNG

Insgesamt sind vier Isoformen der Untereinheiten der sGC bekannt (&, &, &, &) (77).
Dabel kommt der 73-82 Kilodaton (kD) grof3en a;- Untereinheit und der 70-76 kD grof3en
&-Untereinheit die grofte Bedeutung zu. Beide Untereinheiten bestehen aus einer
C-terminalen kataytischen Domane, einer zentralen Dimerisierungsregion und einem
N-terminalen Segment (41;159). Obwohl beide Untereinheiten ein katalytisches Zentrum
tragen, scheint die Koexpression beider Untereinheiten fur eine vollsténdige katalytische
Aktivitdt der sGC unerlddich zu sein. Be der Umsetzung von GTP zu cGMP missen
auRerdem noch zweiwertige Metalionen wie Mn?** und Mg® am C-terminden Ende

anwesend sein (128).

Die prosthetische H&m-Gruppe der sGC liegt wahrscheinlich im N-terminalen Segment der
&-Untereinheit (Abb. 4, links) und ist an Higtidin 105 gebunden (37;181). Bel der
Aktivierung der sGC durch NO' wird die Histidin-Bindung aufgebrochen, indem NO' als
funfter Ligand an das Ham-Eisen bindet (Abb. 4, rechts). Dabei kommt es zu einer
Konformationsanderung und einer Verschiebung des Absorptionspektrums (76). Die
katalytische Aktivitét der SGC kann durch NO' bis zu 400fach gesteigert werden (61;166).

Auch Kohlenstoffmonoxid (CO) kann die sGC aktivieren, indem es bel stabiler Histidin
105-Bindung as sechster Ligand an das Ham-Eisen bindet (Abb. 4, rechts). Die
Stimulation durch CO fihrt aber nur zu ener vier- bis sechsfachen Aktivierung, da der
gebildete Komplex sehr instabil ist (17). Protoporphyrin IX (PP IX), die eisenfreie
Vorstufe des Ham, ist in der Lage unabhangig von NO' die sGC zu aktivieren. Dabel
verdrangt PP IX das Ham und substituiert die Ham-Bindungstelle (63). Schliefdlich wurde
vor kurzem Uber eine Hamunabhangige Aktivierung der sGC durch 3-(5-
Hydroxymethyl-2"-furyl)-1-benzylindazol (YC-1) berichtet (75;184). Der genaue
Mechanismus der Y C-1-Aktivierung ist noch nicht geklart, doch fihrt die Stimulation der
SGC mit NO und zusédtzlich YC-1 zu einer weitaus htheren Aktivierung, ds NO' oder
YC-1 aleine (60;116). Als Bindungsstelle fur YC-1 wird die a-Untereinheit der sGC
angenommen (43). Neu entwickelte NO'-unabhangige Stimulatoren der sGC binden
ebenfals an die a-Untereinheit der SGC (165).
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Die Funktionalitdt und Expression der sGC kann durch vier verschiedene Mechanismen
reguliert werden. So kann NO' selbst die sGC-Expression durch negative Rickkopplung
beeinflussen, indem es die mMRNA-Bildung der Untereinheiten verringert (40;173). Hohe
Konzentrationen an zyklischem Adenosn-Monophosphat (CAMP) konnen ebenfalls die
SGC-Aktivitdt Uber eine Aktivierung der Proteinkinase A erniedrigen (133). Der genaue
Mechanismus der veringerten Expression der sGC-Untereinheiten durch cAMP ist
allerdings noch nicht geklart. Geringere mRNA-Spiegel der &- und &-Untereinheiten,
niedrigere Proteinexpression und schwéchere sGC-Aktivitdt konnten auch bei  der
Inkubation von Zellen mit dem nerve-growth-factor (NGF) und mit Lipopolysacchariden,
Zytokinen, sowie Endotoxinen beobachtet werden (93;132;161).

Veranderungen der sGC-Aktivitét und Expression kénnten eine bedeutende Rolle bei der
Pathophysiologie von kardiovaskuléren Erkrankungen spielen. So zeigen Studien, dass bei
einer speziellen Form der Hypertonie, der Desoxycortiocosteron (DOCA)-Salz-
Hypertonie, die NO'-abhangige Relaxation in Rattenaorten eingeschrénkt ist und
gleichzeitig die Expression der sGC erniedrigt war (53). AulRerdem konnte die sGC en
Ziel fur oxidative Verdnderungen sein, die durch den vaskuldren oxidativen Stress in der
Blutgefddwand ausgelost werden. Hierzu liegen bisang keine ausfuhrlichen

Untersuchungen vor.
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3.4 Endotheliale Dysfunktion

Nur wenige Jahre nach der Entdeckung des EDRF (Endothelium-Derived-Relaxing Factor)
(45) und nahezu gleichzeitig mit seiner Identifizierung as Stickstoffmonoxid (NO')
(62;130) wurde deutlich, dass verschiedene kardiovaskuldare Erkrankungen mit ener
Einschrankung der durch den EDRF vermittelten endothelabhdngigen Relaxation
verbunden sind. Bisherigen Erkenntnissen zufolge ist NO' ein wichtiger antiatherogener
und somit protektiver Mediator in der Blutgefédwand. Es konnte gezeigt werden, dass die
atherosklerotischen Geféldwandveranderungen in Mausen mit disruptierem eNOS-Gen,
also fehlender vaskuldrer NO'-Produktion, nach einem akuten intraluminalen Schaden
deutlich stérker ausgepragt sind asin Kontrolltieren (113).

Untersuchungen am Cholesterol-gefutterten  Kaninchen lassen vermuten, dass die
Atherosklerosegenese in der Gefdldwand verstarkt ablauft, wenn die endogene NO -
Bildung pharmakologisch inhibiert wird (121). Schliefdich lie3 sich an diesem
Kaninchenmodell en antiatherosklerotischer Effekt des NO-Donators
Pentaerythritoltetranitrat nachweisen (78;81). Somit liegen gute Hinweise dafir vor, dass
die Expression der eNOS, verbunden mit einer endogenen Produktion von bioverfligbarem
NO', gefél3protektive Effekte aufwel st.

Storungen des vaskuldren NO'/cGMP-Signaltransduktionsweg sind von besonderer
Bedeutung fur die Pathogenese kardiovaskuldrer Erkrankungen. Dies konnte am Beispiel
der Hypercholesterolamie in Kaninchen, Primaten und be Patienten mit koronarer
Herzkrankheit nachgewiesen werden (42;50;66;96;188). Die endothelabhéngige
Relaxation ist ebenfalls bel anderen Erkrankungen wie Herzinsuffizienz, Diabetes mellitus
oder Hypertonie deutlich eingeschrankt (110). Diese auch als ,,endotheliale Dysfunktion®
bezeichnete Stérung des NO'/cGMP-Signatransduktionsweges geht mit einer geringeren
Bioverfligbarkeit von NO" und einer vermehrten Superoxidradikal-Bildung einher (19;55).

23



3 EINLEITUNG

Der komplexe Mechanismus, der unter anderem zu einer geringeren NO -Bioverflgbarkeit
fahrt, ist noch nicht vollstandig gekléart. Die endotheliadle Dysfunktion kénnte z.B. durch
eine Hemmung der NO'-Produktion verursacht sein. Es konnte auch zu einer Toxifizierung
des gebildeten NO' kommen, indem es mit Superoxidradikalen zu dem starken Oxidans
Peroxynitrit (ONOQO™) reagiert. Schliefdlich wére denkbar, dass erhohter oxidativer Stress
zu oxidativen Verdnderungen von wichtigen Komponenten des NO'/cGMP-
Signaltransduktionsweges  fuhrt  (79). Somit wurden bei der Untersuchung
radikalinduzierter Storungen des NO/cGMP-Signatransduktionsweges die beiden

zentralen Enzyme, die eNOS und die sSGC, in dieser Arbeit genauer untersucht.
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3.5 Fragestellung

Héaufige kardiovaskuléare Erkrankungen gehen mit ener "endotheliden Dysfunktion™
einher. Diese Fehlfunktion wird Uber eine Veminderung der endothelabhéngigen
Vasorelaxation erfasst, die durch NO vermittelt ist. Zu den bidang diskutierten
Mechanismen zdhlen eine vermindete NO'-Bildung, ene Storung der NO'-
Signaltransduktion sowie die vermehrte Oxidation von NO'  durch reaktive
Sauerstoffverbindungen. Moglicherweise ist die eNOS selbst an der Bildung reaktiver
Sauverstoffverbindungen beteiligt, denn im Fall eines BH,Mangels bildet die eNOS
Superoxid. Neuere Daten lassen vermuten, dass die Gabe von BH, die endotheliale
Dysfunktion bei Atherosklerose verbessert, obwohl sich hierbel kein vaskularer BH4-
Mangel nachweisen laésst. Eine plausible Moglichkeit zur Erklarung der Verbesserung der
endotheliden Funktion durch BH, wére, dass die eNOS bel Atherosklerose BH, nicht
mehr oder nur vermindert binden kann. Es sollte daher der Frage nachgegangen werden,
wie sich eine instabile, weniger aktive eNOS-Mutante, die durch einen Austausch einer

Aminosaure verandert wurde, in Gegenwart steigender Konzentrationen von BH, verhélt.

In weiteren Untersuchungen sollten die Auswirkungen des erhthten vaskuldren oxidativen
Stresses auf die Effizienz des NO /cGMP-Weges untersucht werden. Als eines der beiden
wichtigsten Zielenzyme (siehe Abb. 1) wurde die sSGC gewahlt, denn es war nur wenig
Uber die Effekte von oxidativem Stress auf die Expression und Aktivitét der sSGC bekannt.
Aulerdem hatten vorausgegangene Untersuchungen des Labors Hinweise daftr erbracht,
dass dieses Enzym bel Hypertonie eine stark gehemmte Aktivitét aufweist (80). Ziel der
Untersuchungen dieser Arbeit sollte daher sein, den Einfluss von oxidativem Stress auf die
SGC in der Blutgefaldwand erstmals systematisch zu studieren. Dabel sollten nicht nur
Superoxid sondern auch weitere reaktive Sauerstoffverbindungen wie Peroxinitrit

einbezogen werden.
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Weitere Untersuchungen sollten am Beispiel tierexperimenteller Modelle die
Auswirkungen von pathologisch induziertem vaskulé&rem oxidativen Stress auf die
Expression und Aktivitdt der sGC quantitativ erfassen. Da Atherosklerose und essentielle
Hypertonie zu den héaufigsten Kkardiovaskuldren Erkrankungen zéhlen, wurden
entsprechende Modelle, aso die spontan-hypertensve Ratte (SHR) und das
cholesterol gefitterte Kaninchen ausgewahlt.

Insgesamt ergeben sich somit folgende Teilfragestellungen:
1 Konnte eine entkoppelte eNOS eine vaskulére Radikalquelle sein?
2. Schadigt oxidativer Stress zentrale Proteine des NO /cGMP-Weges wie die sGC?

3. Welche Rolle spielen die genannten Mechanismen fir die Pathogenese

kardiovaskulérer Erkrankungen?
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Substanzen und Puffer

Alle nicht gesondert aufgefihrten Chemikalien wurden in bester verfligbarer Quditét und
Reinheit von den Firmen Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen)
bezogen.

Substanzen fur die Molekularbiologie wurden auf3erdem bei den Firmen BioRad (Miinchen)
und Qiagen (Hilden) bestellt.

SNAP wurde in diesem Labor hergestellt nach (39).
SPER/NO war ein Geschenk von Prof. L. Keefer, National Cancer Institute, Frederick, USA.

Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,4 Krebs-Hepes-Puffer pH 7,4

Na' 143,07 mM NaCl 99,01 mM
K* 5,87 mM KCl 4,69 mM
ca® 1,60 mM CaCl, 1,87 mM
Mg™ 1,18 mM MgSO, 1,20 mM
Cl 124,78 mM NaHCO; 25,00 mM
HCO* 25,00 mM K,HPO, 1,03 mM
H-PO, 2,36 mM Na-Hepes 20,00 mM
Soly 1,18 mM D-Glucose 11,10 mM
D-Glucose 5,05 mM
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4 MATERIAL UND METHODEN

Herstellung Krebs-Henseleit-Puffer

Vor jedem Versuch wurde die Krebs-Henseleit-Losung frisch angesetzt. Dazu wurden 4
Elektrolytstammldsungen hergestellt, von denen zur Herstellung von 1 | Puffer jeweils 5 ml

verwendet wurden.

Stammldsung | K-sHPO, 0,235 M
Stammlosung 11 KCl 0,939 M
Stammlésung 111 MgSO, 0,235 M
Stammlésung 1V CadCl, 0,320 M

Fir die Herstellung von einem Liter Krebs-Henseleit Puffer wurden folgende Feststoffe
eingewogen:

NaCl 6,9 g

NaHCO;2,19g

D-Glucose 1,19

Nach der Zugabe von 5,0 ml jeder Stammldsung erfolgte die Verdinnung auf 1000,0 ml. Bei
Raumtemperatur wurde der Puffer auf einen pH-Wert von 7,15 eingestellt. Durch die
Begasung mit Carbogengas ergab sich ein physiologischer pH-Wert von 7,4.

P1-Resuspensions-Puffer pH 8,0 P2-Lysispuffer
50 mM TrisHCI 0,2 M NaOH
10mM EDTA 1% SDS

100 pg/ml RNAse A

P3-Neutralisations-Puffer

10 x TAE-Puffer pH 7,8 3 M K-Acetat-Lésung
40 mM Tris TE-Puffer pH 8,0

20 mM Na-Acetat 10 mM TrisHCI
2mM EDTA 1 mM EDTA

Blaumarker fur Agarose-Gele

0,25 % Bromphenolblau
30 % Glycerol
1 x TAE-Puffer pH 7,8
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TBST-Puffer pH 7,4

10 mM TrisHCI
0,15 mM NaCl

1 % Tween
Blotting-Puffer

25mM Tris
0,19 mM Glycin
20 % Methanol

4 x Sammelgel-Puffer pH 8,8

0,5mM TrisHCI
0,4 % SDS

Herstellung des Trenngels

Acrylamid-Bisacrylamid-
Fertigldsung 30 % (37,5:1)

4 x Trenngel-Puffer

Aqua bidest.

TEMED
Ammoniumpersulfat-Lsg (10 %)

Her stellung des Sammelgels

Acrylamid-Bisacrylamid-
Fertiglosung 30 % (37,5:1)

4 x Sammelgel-Puffer
Aquabidest.

TEMED
Ammoniumpersulfat-Lsg (10 %)

6 %

3,76 ml
47 ml

10 x Tankpuffer pH 8,6

250 mM Tris
1,9mM Glycin
0,1 % SDS

Probenpuffer

50 mM Tris

50 mM EDTA

2% SDS

10 % Glyceral

0,005 % Bromphenolblau
12 % b-Mercaptoethanal

4 x Trenngel-Puffer pH 8,8

1,5mM TrisHCI
0,4 % SDS

7,5%

47 ml
47 ml

10,24 ml 9,3 ml

10,0 Wl

10,04l

150,0 pl 150,0 pl

4,5 %

24ml
40ml
93ml
10,0 pl
150,0 pl
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Insekten-Zellen-Lysis-Puffer pH 7,5

50 mM Tris-HCI
1% Triton-X 100  sterilfiltrieren, Gber Nacht bei 4°C lagern

Vor Gebrauch wurden zu 50 ml Lysis-Puffer eine Tablette Complete® (Roche, Molecular
Biochemicals, Mannheim) und 100 il Proteinase-Inhibitor-Coctail (BD Pharmingen,
Heidelberg) hinzuflgt.

Wasch-Puffer A pH 7,5

50 mM Tris-HCl

20 % Glycerol

10 ml der 5M NaCl-Stammldsung

1 ml der 200 mM EGTA-StammlGsung sterilfiltrieren, Uber Nacht bel 4° lagern.

Vor Gebrauch wurden zu 100 ml Wasch-Puffer A zwel Tabletten Complete® (Roche,
Molecular Biochemicals, Mannheim), 200 il Proteinase-Inhibitor-Coctail (BD Pharmingen,

Heidelberg) und 100 il b-Mercaptoethanol hinzuflgt.

Wasch-Puffer B pH 7,5

50 mM Tris-HCI
20 % Glycerol sterilfiltrieren und tUber Nacht bei 4° lagern.

Vor Gebrauch wurden zu 100 ml Wasch-Puffer B zwel Tabletten Complete® (Roche,
Molecular Biochemicals, Mannheim), 200 il Proteinase-Inhibitor-Coctail (BD Pharmingen,
Heidelberg) und 100 il b-Mercaptoethanol hinzufligt.

NADPH-Elutions-Puffer

10 mM NADPH in Wasch-Puffer B
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Gewebe-Lysis-Puffer Zéell-Homogenisierungs-Puffer
5mM TrispH 7,6 50 mM TrisHCI

5SmM DTT 0,1 mM EDTA

0,2mM PMSFin DMSO 0,1 mM EGTA

0,001 % Antipain 05mM DTT

0,001 % Aprotinin 1 pM Pepstatin A

0,001 % L eupeptin 2 UM Leupeptin

0,001 % Benzamidin 2 UM Bestatin

1 mM PMSFin DMSO

Stop-Puffer pH 5,5 PBS0,1M pH 7,4

20 mM Na-Hepes NaCl 137 mM
2mM EDTA KCl 2,7mM
2mM EGTA KH,PO, 1.5mM

Na,HPO, 8,3mM
Coctail-Puffer pH 7,45

10 mM Na-Hepes
10 mM CaCl,

Herstellung des ESR-Puffers (500ml)

NaH,PO, 1,175¢
Na,HPO, 3,8059g
Glukose 059

NaCl 0,075¢g
KClI 0,185¢g

Die Substanzen wurden in destilliertem Wasser gel6st und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. 25
g Chelex® (BioRad, Minchen) wurden zur Komplexierung von Metallionen hinzugefiigt und
die Losung 4 h bei RT gerdhrt. Dann wurde die Lésung 30 min lang stehen gelassen, damit
sich das Chelex® absetzt. Vorsichtig wurde sterilfiltriert und erneut der pH-Wert eingestellt.
0,1 g CaCl, wurden hinzugefiigt und die Lésung nochmals sterilfiltriert. Der Puffer wurde bei
4 °C gelagert.
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4.2 Versuchstiere

4.2.1 Ratten

Zur Bestimmung der Aktivitdt und Expression der |6dichen Guanylatzyklase wurden die
Lungen und Aortenringe von 15 Monate alten mannlichen spontan-hypertensiven Ratten
(SHR15) und gleichaltrigen ebenfalls mannlichen Wistar-Ratten (WI1S15) untersucht.

Fur die Inkubationsversuche mit Radikalen wurden die thorakalen Aorten von 4 Monate alten

méannlichen Wistar-Ratten verwendet.

Die Ratten wurden mit CO, get6tet und auf einem Pr8pariertisch fixiert. Das Fell Uber dem
Thorax wurde entfernt. Mit einer Schere wurde der kaudale Anteil des Corpus sterni und die
Rippen durchtrennt und der Thorax getffnet. Das so freigelegte Herz wurde mit einer Pinzette
gefasst und die Aorta unmittelbar an ihrem Ursprung aus dem linken Ventrikel durchtrennt.
Die Lunge und der Osophagus wurden entfernt, die Bauchorgane verlagert und so die Aorta
bis zu ihrer Aufteilung im Beckenbereich prapariert. Die Lunge und die Aorta wurden sofort
in kalten Krebs-Hepes-Puffer Gberfihrt. Das Gefal3 wurde dreimal mit Puffer durchgespult
und von anhaftendem Binde-und Fettgewebe mit einer chirurgischen Pinzette und Schere
befreit. Die in 10 mm lange Segmente geschnittenen Aorten wurden sofort inkubiert oder wie
die Lungen in fllissigem Stickstoff tiefgefroren.

Die Durchfihrung dieser Studie wurde von der Regierung (0O45/87) genehmigt und die
Experimente wurden nach den Richtlinien fur den Umgang mit Versuchstieren laut
Deutschem Tierschutzgesetz und ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals® (US
Institute of Health) durchgefhrt.
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4.2.2 Kaninchen

Fur die Untersuchungen zur Aktivitdt und Expression der sGC bei Atherosklerose wurden
bereits préparierte Kaninchenaorten benutzt, die in ener anderen Studie in dieser
Arbeitsgruppe verwendet wurden.. Die Kaninchen stammten aus der Tierstudie AZ 23.05-
230-3-77/99. Es waren weisse Neuseelander Kaninchen, die zu Beginn 10-12 Wochen alt
waren und flr insgesamt 16 Wochen + 2 Tagen mit 40 g/kg Korpergewicht Standardfutter der
Firma Ssniff (Soest) gefittert. Die Tiere erhielten entweder Standardfutter oder mit 0,75 %

Cholesterol angereichertes Futter und entkeimtes Wasser ad libitum.

4.2.3 Bestimmung der NO"-Freisetzung mit der 1so-NO-Elektrode

4.2.3.1 Eichung der 1so-NO-Elektrode

Die NO-Freisetzung der Inkubationddsungen wurden mittels einer NO'-spezifischen
Elektrode bestimmt (iso-NO, Word Precison Instruments, Inc., Berlin). Dabei wird
polarographisch die NO'-Konzentration in wassrigen Losungen bestimmt. NO' diffundiert
durch eine ausschliefdlich fiur Gase permeable Teflon Membran zu der Platin-Arbeitselektrode
und verstdrkt den durch das angelegte Potential bereits flieffenden Strom. Die gemessenen
Strome sind proportiona zur NO'-Konzentration in der Losung. Die Spezifitdt der Elektrode
fur NO' beruht auf der gegebenen Spannung (spezifisches Halbstufenpotential). Sauerstoff
interferiert nicht mit der NO'-Messung, da er erst bel einer wesentlich hdheren Spannung

oxidiert wird.

Die Messungen wurden in eéinem Volumen von 300 ul Krebs-Henseleit-Puffer bel 37 °C unter
Rihren mit einem Mikromagenten durchgefiihrt. Das System wurde taglich mit KI/ KNO,
geeicht. Dabel wurde NO' nach folgender Reaktionsgleichung generiert:

2KNO,+2KI+2H,S0, —> 2NO +1,+2H,0+ 2K,SO,
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300 pl einer schwefelsauren Ki-Losung (H.SO,4 0,1 mol/l; KI 0,1 mol/l) wurden vorgelegt und
temperiert. Die kumulative Zugabe von jeweils 10 ul KNO,~Stammlésung (4 umol/l) erfolgte
mit einer Hamiltono-Spritze durch ein Septum in das verschlossene Messgefal3. Dabel stellten

sich fur die Eichung folgende NO'-Konzentrationen in nmol/l ein:

Volumen (ul) KNO, —Stammlésung (4 pmol/l)
0 0
10 129
20 250
30 364
40 470
Eichkurve
150
é
g 1001
s o0
7
O__

| ]
0 100 200 300 400 500 600 70
NO [nM]

Abb. 5. Beispiel einer Eichgeraden zur Bestimmung der NO'-Konzentration in Losungen mit der |so-NO-
Elektrode.
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4.2.3.2 Etablierung eines Peroxynitrit-generierenden Systems mit Hilfe der NO’-
Elektrode

Zur Etablierung eines Peroxynitrit (ONOO ") generierenden Systems wurde mit Hilfe der
NO -Elektrode tUberpriift, ob bel einer Inkubation mit SPER/NO und Xanthin/ Xanthinoxidase
(X/XO) NO' frei wird. Das vom SPER/NO freigesetzte NO' muss vollstandig mit den O, -
Radikaen aus dem System X/XO zu ONOQO " reagieren.

Die freigesetzte Menge NO wurde in 500 pl Krebs-Henseleit-Puffer bei 37 °C nach
folgendem Schema bestimmit:

NO™-Donator O, -Donator Dauer der Messung
200 uM SPER/NO 30 min
200 uM SPER/NO 1 x 200 uM Xanthin 20min
200 uM SPER/NO 1 x 400 pM Xanthin 8 min
200 uM SPER/NO 1 x 400 pM Xanthin
+ 5x 200 uM Xanthin 30 min

Alle Messungen wurden in Gegenwart von 14,4 U/l Xanthinoxidase und 200U/l Katalase
durchgefihrt.

25001
20004
E 1500
o —8— SPER/NO
Z 1000 —4A— SPER/NO + 1 x 200 uM X/XO
—4— SPER/NO + 1 x 400 uM X/XO
5004 —+— SPER/NO + 1 x 400 uM
+ 5 x 200 UM X/XO
0- . . . .
I 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30
Zeit [min]

Abb. 6: Messung der freigesetzten NO'-Menge aus den Systemen 200 uM SPER/NO, + 1 x 200uM Xanthin, 1 x
400 pM Xanthin, 1 x 400 uM + 5 x 200 uM Xanthin in Gegenwart von 14,4 U/l Xanthinoxidase. Erst mit der
Zugabevon 1 x400 pM + 5x 200 uM X/14,4 U/l XO konnte die NO’-Bildung unter bunden wer den und eswur de
fur 30 min ONOO™ gebildet.
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Die enmalige Gabe von 200 uM SPER/NO fihrte zu enem selen Anstieg der NO -
Konzentration (Abb. 6). Nach 9 min war die maximal freigesetzte Menge von 2238,5 nM NO'
erreicht. Uber den Messzeitraum von 30 min nahm die Menge an freigesetztem NO' aus
SPER/NO nur langsam wieder ab. Die Zugabe von 1 x 200 uM X/14,4 U/l XO fihrte zu einer
verzogerten NO -Freisetzung. Fur 3 min wurde ONOQO '™ gebildet, doch die zugefligte Menge
Xanthin reichte nicht aus, um das NO -Signal lénger zu unterdriicken. Die einmalige Gabe
von 400 uM X/14,4 U/l XO verlangerte die ONOO Bildung auf insgesamt 5 min. Um den
Einfluss von NO wahrend der Inkubation ausschlief?en zu konnen, musste ein System
gefunden werden, das fir den gesamten Inkubations-Zeitraum von 30 min kein NO' freisetzt.
Mit der Gabe von 200 uM SPER/NO, einer Initialdosis von 400 uM X/14,4 U/l XO konnte
far 5 min die NO'-Bildung unterdrtickt werden. Die weitere Zugabe von 200 uM Xanthin alle
5 min verhinderte schliefdich die NO'-Freisetizung im System. So wurde fir 30 min
kontinuierlich ONOO '™ generiert.

4.2.4 Quantitative Bestimmung von Per oxynitrit mit Dihydrorhodamin 123

Als Grundlage wurde die Methode von Crow et a. modifiziert (28). Bel dieser Methode wird
Dihydrorhodamnin 123 (DHR 123) durch Peroxynitrit zu Rhodamin 123 oxidiert. Rhodamin

123 ist geférbt und kann photometrisch bel 500 nm vermessen werden.

oxidation
—

Abb. 7: Bildung des Farbstoffs Rhodamin 123 (rechts) durch Oxidation von Dihydrorhodamin 123 (links) z.B.
durch Peroxynitrit.
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4.2.4.1 Eichungdes Systems

Mit autentischem Peroxynitrit (Alexis Biochemicals, Grinberg) wurde zundchst das System
geeicht. 1 ml Kaiumphosphatpuffer (100 mM, pH 7,4) mit 100 uM DTPA ds nicht-redox
aktiver Metallchelator, und 200 uM DHR wurden in einer Klvette vorgelegt. Das autentische
Peroxynitrit wurde auf Eis gelagert und mit N, begast um es vor Oxidation zu schitzen. Zur
Eichung wurden 5, 10, 20, 30, 40 uM autentisches Peroxynitrit in die Klvette pipettiert,

gemischt und sofort bel 500 nm vermessen.
Eichkurve

1.00+

0.751

0.50+

Absorbtion

0.25+

0.00-

0O 10 20 30 40 50 60
Peroxynitrit [uM]

Abb. 8 Beispiel einer Eichgeraden zur photometrischen Konzentr ati onsbesti mmung von Peroxynitrit mit DHR
123. Das System wurde mit autentischem Peroxynitrit geeicht.

Durch lineare Regression der Eichgraden konnte die Steigung ermittelt werden, aus der dann

die freigesetzte Menge Peroxynitrit pro min berechnet wurde.

4.2.4.2 Messung der Peroxynitrit-Bildungsrate

Zur Bestimmung der freigesetzten PeroxynitritMenge wurden die NO'- bzw. O, -

generierenden Substanzen in folgenden K onzentration verwendet:

1 200 uM SPER/NO 1 x 400 uM Xanthin 14.4 U/l Xanthinoxidase
nach 5 min erneut 1 x 200 uM Xanthin
2. 200 pM SPER/NO 1x1mM Lumazin 58 U/l Xanthinoxidase
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Die Substanzen wurden in eine Kivette mit 1ml Krebs-Henseleit-Puffer pH 7,4 + 200 U/
Katalase + 100uM DTPA + 200pM DHR, gelost und Uber einen Zeitraum von 10 min
vermessen (Messung der Absorbtion jede Minute).

Bei der Uberpriifung der tatsichlich aus dem 1. System SPER/NO/X/XO freigesetzten Menge
Peroxynitrit, zeigte sich, dass die ONOO -Bildungsrate sehr gering war. Bei der

photometrischen Bestimmung ergab sich eine Bildungsrate von nur 0,13 puM ONOO /min
(Abb. 9).

100q W X/XO+SPER/NO

@]
—&— Lumazin/XO+SPER/NO
o 0
N
o N N

S
= 754
g 50 Xanthin
e H
S_J 25+ N
N ] O/g 7
Lumazin

Zeit [min]

Abb. 9: Peroxynitrit-Bildung, gemessen anhand der Oxidation von DHR 123 in Krebs-Hensel eit- Puffer pH 7,4.
Die gebildete Menge Peroxynitrit in dem System SPER/NO/Lumazin/XO war mit 7,5 uM ONOO/min deutlich
groRer, als die von SPER/NO/X/XO freigesetzte Menge von 0,13 uM ONOO“/min.

Um eine grofRere Menge ONOO™ entstehen zu lassen, wurde anstatt Xanthin das Derivat
Lumazin zusammen mit XO as O, -generierendes System verwendet. Bei der Inkubation mit

Lumazin (ImM), Xanthinoxidase (58 U/l) und SPER/NO (200 pM) wurden fur 30 min
kontinuierlich 7,5 UM Peroxynitrit/min freigesetzt.
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4.3 Inkubationen

Die Inkubationen der Rattenaortenringe erfolgte bei 37 °C mit frisch prapariertem Gewebe in
10 ml Krebs-Henseleit-Puffer, der mit Carbogen (95 % Sauerstoff und 5 % Kohlenstoff-
dioxid) begast wurde. Alle Inkubationen wurden in der Gegenwart von 200 U/l Katalase

durchgefhrt, um den Einfluss von Wasserstoffperoxid auszuschlief3en.

Zu jeder Radikainkubation wurde parallel eine Vehikel-Inkubation unter gleichen
Versuchsbedingungen, nur ohne Radikazugabe durchgefihrt. Nach der Inkubation wurden
die Gefél3e in flussigem Stickstoff schockgefroren und bel — 80 °C gelagert.

4.3.1 SPER/NO

Bel dieser Inkubation wurde mit 200 uM SPER/NO fir insgesamt 4 h inkubiert. Der Puffer
wurde alle 30 min komplett ausgetauscht.

4.3.2 Xanthin/Xanthinoxidase

Zur Erzeugung von Superoxidradikalen wurden die Aorten mit 200 uM Xanthin und 14,4 U/I
Xanthinoxidase inkubiert. Alle 5 min (48 x) wurden weitere 200 uM Xanthin hinzugefugt.
Nach 30 min erfolgte ein Komplettaustausch des Puffers. Die Inkubation dauerte ebenfalls 4
h. Dieses System lief3 O, ™ mit einer Rate von 24,8+2,0 uM/min entstehen (180).

4.3.3 SPER/NO und Xanthin/Xanthinoxidase

Zur Generierung von Peroxynitrit wurden 200 uM SPER/NO und Xanthin mit der Initialdosis
von 400 puM und dann ale 5 min 200 uM Xanthin zusammen mit 14,4 U/l Xanthinoxidase
zugebegen. Wieder wurde ale 30 min der Puffer komplett erneuert und es wurde insgesamt
fur 4 hinkubiert.
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4.3.4 SPER/NO und Lumazin/Xanthinoxidase

Eine hohere Dosis Peroxynitrit konnte bel der Inkubation mit Lumazin/Xanthinoxidase und
SPER/NO erzeugt werden. Lumazin (siehe Abb. 9) ist ein Derivat des Xanthins, das
zusammen mit Xanthinoxidase ebenfalls O, generiert, es aber nicht zur Bildung von Urat

kommt, welches ein Peroxynitrit-Fanger ist.

Die Inkubation erfolgte nach demselben Schema, mit 200 uM SPER/NO, zunéchst 1 mM
Lumazin, dann dle 10 min erneut die Zugabe von 1 mM Lumazin. Die Menge an
Xanthinoxidase wurde auf 58 U/l erhoht. Es wurde fir insgesamt 4 h inkubiert, wobel ale 30
min der Krebs-Hensel eit-Puffer gewechselt wurde.

4.35LY 83583

Zur Bildung intrazellulérer Superoxidradikale wurden die Aorten mit 10 pM 6-
Anilinochinolin-5,8-chinon (LY 83583) in begastem Krebs-Henseleit Puffer fir 4 h inkubiert.

Abb. 10: Srukturformel des 6-Anilinochinolin-5,8-chinon (LY 83583).

LY 83583 zeigte in Abwesenheit von Gewebe keine Radikalbildung (88).
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4.4 Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehaltes in zytosolischen Fraktionen erfolgte nach der Methode
von Bradford (13). Vor jeder Messung wurde mit verschiedenen Konzentrationen an bovinem
Serumalbumin (BSA) eine Kalibrierung vorgenommen. Nach linearer Regresson der
Eichgeraden wurde die Steigung berechnet. Unter denselben Bedingung wurden dann die

Proben vermessen und der Proteingehalt der zytosolischen Fraktionen bestimmt.

Die Proteinbestimmung in den Zelllysaten erfolgte nach Lowry (95) mit dem modifizierten
DC™ Protein Assay von BioRad (Hercules, Ca, USA), da Triton X (Bestandteil des
Lysispuffers) die Bradfordbestimmung stort. Auch hier wurde jedesmal zuvor eine BSA-
Eichgerade erstellt und dessen Steigung zur Berechnung der Proteingehdte in den Zellysaten

herangezogen.
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4.5 Zdlkultur

4.5.1 Verwendete Zellkulturen und Medien

4511 SF9Zdlen

SF 9 Zdllen sind Insektenzellen aus den Ovarien des ,, Fall armyworm Spodopter a frugiperda®
(BD Pharmingen, Heidelberg).

Als Medium wurde TNM-FH Medium von der Firma BD Pharmingen (Heidelberg) oder
Grace's Insect Gall Medium + 10 % Foétales Rinderserum (FBS) + 100 U/ml Penicillin, 0,1
mg/ml Streptomycin (alles von GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe) + 0,1 % Pluronic F
68 verwendet. Wegen der leichten Kontamination der Zellen wurde dem Medium 2,5 pg/ml
FungizoneO (GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe) zugesetzt.

Die Z€ellen wurden bel 27 °C in T 150er Kulturflaschen kultiviert. Eine CO,-Zufuhr war nicht
notwendig. Zum Splitten (Auftellung konfluenter Zellen auf neue Kulturflaschen) wurden die
Flaschen gegen den Handballen geklopft, so dass die Zellen sich 16sen. Dann wurde die
entsprechende Menge frisches Medium zugegeben, gemischt, und die Zelen auf die
vorgesehene Anzahl Flaschen verteilt. Je nach Dichte der Zellen wurde 1:2 oder 1:3 gesplittet.

45.1.2 293 HEK-Zellen

Die humanen embryonalen Nierenzellen (293 HEK-Zellen) waren ein Geschenk von der
Arbeitsgruppe K. K. Griendling, Emory Univerity, Atlanta, GA, USA und von der
Arbeitsgruppe Prof. Schrér, Institut fir Pharmakologie und klinische Pharmakologie,
Universitét Disseldorf.

Als Medium wurde Dulbeco’'s Modified Eagle's Medium mit L-Glutamin und 4,5 mg/ml
Glucose + 10 % (FBS) + 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin (alles von GibcoBRL
Life Technologies, Karlsruhe) verwendet.

Die Z€len wurden im Inkubator be 5 % CO, und 37 °C auf Petrischaen kultiviert. Die

Passagierung (Ausséen der Zellen einer konfluenten Petrischale auf neue Kulturschalen) im
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Verhdltnis 1.5 erfolgte alle 23 Tage durch Ablésen der Zellen mittels Trypsin/EDTA (0,05
%/0,5 mM) (GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe) nach einmaligem Waschen mit PBS.

45.1.3 Anzahl der Zellen

Die Zellzahl wurde bei den SF 9-Zdlen mit dem Hemacytometer unter dem Mikroskop
bestimmt. Das Hemacytometer ist ein Objekitrdger mit eingraviertem Zahlkreuz. Eine
Verdinnung der Zdl-Suspension wurde mit der Pipette zwischen Objekttréger und
Deckpléttchen vertellt. Es wurden die Zellen in insgesamt 10 Quadranten gezéhlt und der
Mittelwert bestimmt. Die Anzahl der Zellen pro ml ergab sich dann wie folgt:

Mittelwert der Zellzahl pro Quadrant x Verdinnungsfaktor x 10* = Zelen/ml

Die HEK-Zdlen lieRen sich mit dem Coulter Counter® Z1 (Beckman Coulter, Miami, Florida,
USA) zéhlen. Die Zdl-Suspension wurde 1:200 in |soton® (GibcoBRL Life Technologies,
Karlsruhe) verdinnt. Der Counter wurde so eingestellt, dass er im Bereich von 7-13 um die

Zéellen zahlte. Die Anzahl der Zellen pro ml errechnete sich nach folgender Formel:

Anzahl der Zellen>7 um x 400 = Zdlen/ml

4.5.2Transfektionen

45.2.1 Transfektion von SF 9 Zéllen

Die Transfektion der SF 9 Zelen erfolgte mit dem BaculoGold™ Transfection Kit (BD
Pharmingen, Heidelberg). Dabei handelt es sich um eine Kotransfektion. Der Nukleare
Polyhedrosis Virus Autographa californica (ACNPV) ist in der Lage SF 9 Zélen zu
infizieren. Die hier verwendete BaculoGold™ DNA ist modifizierte AcNPV-DNA, die ohne
erfolgreiche Kotransfektion mit dem Transfer-Vektor-DNA-Konstrukt nicht Uberleben kann.

Verfahren wurde nach der Anleitung des Hersteller-Protokolls, wobei 50 —70 % konfluente
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Sf 9 Zellen parallel mit 0,5 pg BaculoGold™ Virus-DNA und 5 pg der gewiinschten Plasmid-
DNA im pVL 1393 Transfektionsvektor infiziert wurden. Nach 4 h Inkubation bel
27 °C wurden die Zdlen 2 x mit PBS gewaschen und frisches Medium zugegeben. Fur
welitere 4-5 Tage wurden die Zelen inkubiert und dann auf erste Anzeichen der Infektion
untersucht.

4522 TypischeMerkmaleinfizierter Sf 9 Zellen

Transfizierte Zellen hatten einen vergrolRerten Zellkern und waren im Ganzen grofRer as
nicht-infizierte Zellen. Die Zellen hafteten nicht mehr am Flaschenboden, sondern
schwammen frei im Medium. Mit 500 uM Catechol Lésung (+ 50 uM Na,SO,) lief3en sich
die mit dem pVL 1393-Vektor transfizierten Zellen gelb anfarben.

4.5.2.3 End-point-dilution-assay

Zur Uberprifung der Effektivitdt der Transfektion wurde ein ,End-point-dilution-assay*
(EPDA) durchgefihrt. Der modifizierte ACNPV-Virus wird nach erfolgreicher Kotransfektion
mit der DNA im pVL 1393-Vektor von den Sf 9 Zellen amplifiziert und in das Medium
abgegeben. So kann anhand des Uberstandes bereits transfizierter Zellen eine Uberpriifung
der Effektivitét der Transfektion, bzw. der Virustiter bestimmt werden. Beim EPDA wurden
nicht-infizierte Zellen auf einer 12 Well-Platte (1 x 10° Zellen/Well) ausgesét und mit 100, 10,
1 und O pl Medium von transfizierten Zellen infiziert. Nach 3 Tagen muissen auch die nur mit
1pl Uberstand infizierten Zellen im Well die typischen Anzeichen der Transfektion zeigen
(siehe 2.5.2.2).

45.2.4 Virusamplifikation

Zur Vermehrung des nach Kotransfektion (iberlebensfzhigen BaculoGold™ -Virus wurde
1 ml Medium bereits transfizierter Zellen zu den 30 ml Medium frisch ausgesdter Sf 9 Zellen
gegeben. Diese Infektion musste mehrere Male wiederholt werden, um einen ausreichend
hohen Virus-Titer zu erhalten. Anhand eines Western Blot wurde die Expresson des

Uberexprimierten Enzyms tUberprdift.
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45.25 Stabile Expression von Proteinen in 293 HEK-Zellen

Zur dtabilen Expresson von Proteinen in 293 HEK-Zellen wurde SuperFecto-Reagmz
(Qiagen, Hilden) benutzt. Dieses speziell gestaltete, aktivierte Dendrimer besitzt die
Eigenschaft, DNA in eine kompakte Struktur zu betten, so dass sie optima in die Zelle
aufgenommen werden kann. Die SuperFectO-DNA-Komplexe tragen eine positive Ladung
und kénnen an negativ geladene Rezeptoren an der Zelloberflache binden. So werden siein
das Innere der Zelle geschleust und lagern sich an Endosome. Der SuperFectO-DNA-
Komplex fuhrt zur pH-Inhibition lysosomaler Nucleasen und erhdht so die Stabilitdt des

Komplexes.

Zur Transfektion wurden pro Plasmid 40-80 % konfluente HEK-Zellen auf einer 60 mm
Petrischale ausgesét. 5 pug der Plasmid DNA (bovine/mutierte eNOS im pcDNA3-Vektor;
pcDNA3-Vektor alleine as Kontrolle) und 20 pl SuperFectO (Qiagen, Hilden) wurden
zunédchst in 150 pl serumfreien DMEM 10 min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden in der
Zwischenzeit 1 x mit PBS gewaschen und mit 2 ml komplettem DMEM versetzt. Zu der
DNA-SuperFectO-Mischung wurde 1 ml DMEM zugegeben, durch zweimaliges Pipettieren
gemischt. Dann wurde der Ansatz auf die Zellen gegeben und durch vorsichtiges Schwenken
verteilt. Nach 5 h Inkubation bel 37 °C wurde 2 x mit PBS gewaschen und frisches Medium
Zugesdtzt.

Die trandfizierten Zellen wurden so lange passagiert bis genug Zdlen fur funf 150 mm
Petrischalen pro Plasmid vorhanden waren. Zur Selektion transfizierter Zellen wurde dem
Medium Geneticin-Sulfat (G418-Sulfat)-Losung (PAA Laboratories, Linz, Osterreich) in
einer Konzentration von 800 pg/ml zugesetzt. Der pcDNAS3-Vektor tragt das Resistenzgen
gegen G418-Sulfat. In Gegenwart des Antibiotikums starben alle die Zellen ab, die nicht mit
dem pcDNA3-Vektor (mit und ohne boving/mutierte eNOS-DNA) infiziert waren. Die
Uberlebenden transfizierten Zellen wurden isoliert, kultiviert und auf ihre Proteinexpression
hin getestet. Nach 3 Wochen wurde die Dosierung des G418-Sulfat auf 400 pg/ml reduziert
und nach 6 Wochen wurde das selektive Antibiotikum nicht mehr dem Medium zugesetzt, da

zu diesem Zeitpunkt die Zellen bereits stabil transfiziert waren.
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Zur Sicherung der Zelllinie wurden Zellen von jedem Typ (Vektor-, Wildtyp und Mutanten+
transfiziert) von einer 100 mm Petrischale trypsinisiert und in speziellem DMEM (+ 20 %
FBS, 10 % DM SO) langsam bis zu —180 °C tiefgefroren.

45.2.6 Gewinnungvon Zellhomogenaten

Die Sf 9 Zelen wurden mit einem Zell-Schaber von den Flaschen gelést und in ihrem
Medium in 50 ml Falcon Rohrchen tberfuhrt. Es folgte eine Zentrifugation fir 3 min bei 1000
X g bei 4 °C. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zell-Pellet in 8 ml Insekten-Zellen-
Lysis-Puffer resuspendiert.

Die 293 HEK-Zdlen wurden 2 x mit PBS gewaschen. Dann wurde die entsprechende Menge
Zell-Homogenisierungs-Puffer (3ml/150 mm - und 1,5 ml/100 mm Petrischale) zugegeben
und die Zellen mit dem Zell-Schaber von den Petrischalen gelost. Die Zell-Suspension wurde
in Falcon Rohrchen gesammelt.

Die Sf 9 und die 293 HEK- Zell-Suspensionen wurden 4 x fir je 10 s mit Ultraschall (150 W)
sonifiziert. Es folgte eine zusdtzliche Lyse der Zellen fur 30 min auf Eis und die

Proteinbestimmung nach Lowry.
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4.6 Biochemische Untersuchungen

4.6.1 Enzymisolierung und Aufreinigung

4.6.1.1 Herstelung einer zytosolischen Fraktion aus Rattenaorta

Zur Isolation der 16dichen Guanylatzyklase (SGC) aus der Rattenaorta und Lunge wurden die
Gewebe zunéchst in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Das gefrorene Gewebe wurde in einem
mechanischen Zerkleinerer pulverisiert und in 2 ml Gewebe-Lysis-Puffer mit dem Ultra-
Turrax T8 (lka Labortechnik, Staufen) auf Stufe 6 homogenisiert. Danach wurde 3 X
zentrifugiert, zunéchst mit 100 x g fur 10 min, dann der Uberstand mit 20000 x g fiir 15 min
und dieser Uberstand mit 105000 x g fur 1 h. Die so erhaltenen zytosolischen Fraktionen
wurden ausaliquotiert, ihr Proteingehalt mit der Bradford-Methode bestimmt, und bei — 80 °C
tiefgefroren.

4.6.1.2 Gewinnungder endothelialen NO-Synthase aus Zellen

Eine grolRe Menge Sf 9 Zellen wurde mit 1 ml Uberstand von vorherigen Transfektionen, die
einen hohen Virustiter enthieten, infiziert. Dem Medium wurde aul3erdem 4 mg/l Hemin, 1
MM Riboflavin und 10 uM Sepiapterin zugesetzt.

Fur 3 Tage wurden die Sf 9 Zellen bei 27 °C inkubiert, dann geerntet und ein Zellhomogenat
hergestellt. Nach der Lyse der Zelen wurden die unléslichen Zellbestandteile durch
Zentrifugation fur 15 min bei 3000 x g abgetrennt und der Uberstand in vorgekiihlten Falcon
Réhrchen gesammelt. Die 2'5"-ADP-Sepharose 4B (Amersham, Piscataway, NJ, USA) wurde
zuvor in destilliertem Wasser zum Gel gequollen (1 g gefriergetrocknetes Pulver ergab 35 - 5
ml Gel) und mit 200 ml destilliertem Wasser pro Gramm Sepharose Pulver gewaschen. Mit
dem 5 fachen Volumen Waschpuffer A wurde das Gel in Pon-PrepO-Chromatographie
Saulen (BioRad, Hercules, CA, USA) bei 4 °C equilibriert. Der Uberstand der Zell-
Zentrifugation wurde auf die Saulen gegeben und das Protein fur 2 h im Kihlraum durch

standiges vorsichtiges Durchmischen an die 25 -ADP-Sepharose 4B gebunden. Danach
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wurde 2 x mit 10 ml Waschpuffer A und 2 x mit 10 ml Waschpuffer B gewaschen. Der
NADPH-Elutionspuffer wurde frisch hergestellt und das Protein mit 3 x 500 pl Elutionspuffer
von der 2'5-ADP-Sepharose 4B abgetrennt. Die Eluate wurden durch Zentrifugation in
Ultrafree-15 Gefél3en mit Biomax-PB Polyethersulfon-Membran (Millipore, Bedford, MA,
USA) 15 fach konzentriert.

Die Aufreinigung der eNOS aus dem 293 HEK-Zellhomogenat wurde nach demselben
Protokoll durchgefiihrt. Die Zellen wurden vorher jedoch nicht mit Hemin, Riboflavin oder
Sepiapterin behandelt.

4.6.2 Enzymaktivitatsbestimmungen

4.6.2.1 Bestimmung der spezifischen Aktivitat |6sicher Guanylatzyklase

Die spezifische Aktivitét der |6dichen Guanylatzyklase wurde nach der Methode von Schultz
et. a. bestimmt (158).

sGC
2p.GTP 2pP.cGMP
Zn(CH,COO),
Na,CO, +H,0 NaCH,CO0

Inkubation Stop

-GC . .

- Kofaktoren . °

-2P-GTP . N

-SNAP 2P.GTP 32P-cGMP —» Counter

Abb. 11: Prinzip der Bestimmung der spezifischen Aktivitat 16slicher Guanylatzyklase.
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Sie basiert auf der durch das Enzym katalysierten Bildung von a®P-cGMP aus zugesetztem
radioaktiv-markiertem a®P-GTP. Uber eine Aluminiumoxid-Séule, auf der das gebildete
a®P-GMP gebunden wird, kénnen a®P-GTP und a*P-cGMP voneinander getrennt werden.
Anhand der Konzentration an gebildetem a®P-cGMP lasst sich die Aktivitét der 16slichen
Guanylatzyklase berechnen.

40 ul der zytosolischen Fraktion wurden zu einem Reaktions-Mix gegeben, der folgende
Zusammensetzung hatte: Triethanolamin Puffer (50 mM, pH 7,4), 3 mM MgCl,, 1 mM
cGMP, 05 mg/ml Rinderabumin (BSA) und 3 mM DTT. Um ene SNAP-
Dosiswirkungskurve zu erstellen, wurden jeweils 10 ul SNAP in den Konzentrationen O - 10
mM zugesetzt (EK: 0, 1, 10, 30, 100, 500, 1000 puM). Zum Schluss wurden 0,5 mM a*p-
GTP (spezifische Aktivitat 3-5-TBg/mmol) zu den 100 pl Gesamtvolumen hinzugefiigt und
die Reaktion gestartet. Es wurde exakt fur 12 min im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Durch
gleichzeitige Zugabe von 400 ul wal¥iger Zinkacetatlosung (125 mM) und 500 pl waliriger
Natriumcarbonatlésung (125 mM) wurde die Reaktion gestoppt. Durch eine Zentrifugation
fir 20 min mit 8000 x g bei 4 °C wurde die Zink-Carbonat-Fallung abgetrennt. Der Uberstand
wurde auf die mit 1 ml Aluminiumoxid gefullten Siulen gegeben, die vorher mit 0,2 M
Perchlorsdure gespiilt worden waren. Die Elution des *P-cGMP erfolgte mit 10 ml waRriger
Natriumacetatlosung (250 mM). Das Eluat wurde in Szintillationsgefél3en aufgefangen und
direkt im Counter vermessen. Die spezifische Aktivitét der 10dlichen Guanylatzyklase in pmol
cGMP/mg Protein/min wurde mit folgender Formel berechnet:

CPM - CPM-Leerwert _ pmol Citrullin
Séaulenausbeute ( %) X Spez.Radioaktivitat (TBg/mmol) mg Protein X Inkubationszeit
in mg/ 40pl inmin

4.6.2.2 Bestimmung der spezifischen Aktivitat der endothelialen NO-Synthase

Das Prinzip zur Bestimmung der spezifischen Aktivitét der endotheliden NO-Synthase (15)
beruht auf der durch das Enzym katalysierten Umsetzung von *C-L-Arginin zu NO' und *C-
L-Citrullin. Nicht umgesetztes **C-L-Arginin bleibt auf der AG 50 W Resin-Saule zuriick und

nur die radioaktiv markierte Menge **C-L-Citrullin wird mit dem Counter erfasst. Zunéchst
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wurden die Kofaktor-Stammldsungen in folgenden Konzentrationen hergestellt, ausaliquotiert
und tiefgefroren: 4 U/pl Calmodulin (die gelieferten gesamten 100 000 Units werden in 2,5
ml Coctail-Puffer zu 40 U/l gelést und nochmals mit Coctail-Puffer 1:10 zu 4 U/l
verdinnt); 10 mM L-Arginin; 110 mM CaCl,; 20 mM Citrullin; 0,2 mM FAD; 0,2mM FMN;
10 mM Tetrahydrobiopterin (BH,4) wurden in N,-begastem Wasser gel6st; 20 mM NADPH-
Losung wurden jedesmal frisch hergestellt. Aus den Stammlésungen wurden Master-Mixe
hergestellt, die O, 1, 5, 10, 30, 50 uM BH, enthielten. Die anderen Kofaktoren waren in
folgenden Endkonzentrationen enthalten: Calmodulin 0,1 U/ul, L-Arginin 100 uM, CaCl, 2,5
mM, Citrullin 1 mM, FAD 4 uM, FMN 4 uM, NADPH 1 mM. Das Reaktionsvolumen betrug
200 pl.

In 1,5 ml Eppendorf-Geféalien wurde die entsprechende Menge Tris-Puffer pH 7,5 vorgelegt
(bel der Bestimmung von Zel-Homogenaten waren das 39 pl Tris-Puffer und bel dem
aufgereinigtem Enzym 138 pl). Zu dem Tris-Puffer wurden dann 46 pl des jeweiligen Master-
Mixes und 15 pl **C-L-Arginin (50 puCi, 1,85 MBg, NEN, Boston, USA) gegeben. Nach der
Zugabe von 100 ul Zellhomogenat oder 1ul gereinigtem Enzym wurde die Reaktion fur 15
min bel 37 °C gestartet. In der Zwischenzeit wurden die Poly- PrepO Chromatographie-Saulen
(BioRad, Hercules, CA, USA) mit genau 1 ml AG 50 W Resin (BioRad, Hercules, CA, USA)
gefullt, das in Stop-Puffer fir mehrere Tage equilibriert worden war. Szintillationsgeféalie
wurden unter die Saulen gestellt und die mit 1 ml Stop-Puffer versetzten Reaktionsgemische
auf die Saulen gegeben. Es wurde noch 2 x mit je 1 ml Stop-Puffer gewaschen und das Eluat
(ca 3 ml) mit 10 ml Szintillationsflissigkeit versehen und im Counter vermessen. Die
gpezifische Aktivitét der eNOS in pmol Citrullin/mg Protein/min wurde mit folgender Formel

berechnet:

CPM - CPM-L eerwert pmol Citrullin

X 20000 = : : .
CPM (100 % *“C-L-Arginin) (pmol zugesetztes mg Protein X Inkubationszeit
kaltes L-Arginin) pro Probe inmin
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4.6.3Western Blot

4.6.3.1 Protein-Auftrennung

Die Auftrennung der Proteine aus Zelllysaten oder zytosolischen Fraktionen erfolgte nach
dem Prinzip der diskontinuierlichen Gelelektrophorese (89;124). Dazu wurden ein Trenngel
und darauf ein Sammelgel gegossen. Die gewinschten Proteinkonzentrationen wurden im
Verhdltnis 1:1 oder mit mindestens 20 % Probenpuffer gemischt, zur Denaturierung fir 5 min
auf 95 °C erhitzt und danach in die Geltaschen geladen. Als Molekulargewichtsmarker
dienten vorgeférbte Precision Protein Standards® und Kaeidoscope Standards® (BioRad,

Munchen). Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einer Elektrophoresekammer mit 1 x
Tankpuffer. Der Gellauf dauerte ca. 1 h bel eéner Spannung von 150 V.

Zur Darstellung der Dimere der eNOS (Cold-SDS-Gel) wurden nur 6 %ige Trenngele
gegossen, die Enzym-Proben wurden mit Proben-Puffer ohne b-Mercaptoethanol versetzt,
nicht denaturiert, sondern sofort auf die vorgekiihiten Gele geladen. Der Gellauf erfolgte in
einem Eisbad im Kihlraum bei konstanten 30 mA fiir ca. 3 h.

4.6.3.2 Protein-Transfer

Die Ubertragung der im Gel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran
(Hybond ECL, Amersham, Freiburg) wurde in einer Blotting Apparatur (BioRad, Minchen),
gefUllt mit Blotting-Puffer, bel 90 V fir 1 h durchgeftihrt.

4.6.3.3 Protein-Detektion

4.6.3.3.1 Inkubation mit Antikorpern

Zur Séttigung unspezifischer Bindungen wurde die Membran tber Nacht in 6 % Blocking
Milch (in TBST-Puffer) bei 4 °C auf einer Wippe inkubiert. Am folgenden Tag wurde noch
eine Stunde bel RT inkubiert, dann 3 x mit TBST-Puffer gewaschen.
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SGC-Antikérper: Cayman Chemicals, Alexis, Grinberg; polyklonaler Antikorper aus dem
Kaninchen, gerichtet gegen die b,—Untereinheit der 16dichen Guanylatcyclase; Verdinnung
1: 2500 in 3 % Blocking Milch (in TBST-Puffer), Inkubation fir 2 h bei RT.

eNOS-Antikorper: BD Transduction Laboratories, Lexington, USA; monoklonaler
Antikorper aus der Maus, gerichtet gegen das eNOS-Protein; Verdinnung 1:2000, Inkubation
fur 1 h bel RT.

Nach der anschlief3enden Waschphase mit 4 x TBST-Puffer erfolgte eine Inkubation fir 1 h
mit einem 2. Antikdrper gegen Kaninchen- bzw. Maus-1gG (1:5000) (BioRad, Munchen), der
mit Meerrettich-Peroxidase konjugiert ist. Wieder wird 4 x mit TBST-Puffer gewaschen und
die Membran fir 60 s mit ECL-Western-Blotting-Detection Reagenz (Amersham, Freiburg)
behandelt. Dabel wurde zur Detektion des gebundenen Antikorpers auf der Membran die
Aktivitdt der Peroxidase gemessen. Der verwendete Film (Hyperfilm ECL, Amersham,
Freiburg) wurde fir wenige Sekunden bzw. Minuten auf die mit Folie tberzogene Membran
aufgelegt, belichtet und dann entwickelt.

4.6.3.3.2 Coomassie-Férbung

Nach dem Gellauf wurden die Polyacrylamid-Gele mit den aufgetrennten Proteinen 3 x mit
destilliertem Wasser gewaschen und dann fir 1 h mit Bio-Safe™ Coomassie (BioRad,
Hercules, CA, USA) inkubiert. Anschlieffend wurde so lange mit destilliertem Wasser
gewaschen bis die blauen Banden sichtbar wurden.

4.6.3.3.3 Silber-Farbung

Die nach der Protein-Auftrennung erhatenen Gele wurden fir 30 min in ener Mischung aus
50 % Methanol und 5 % Essigsaure inkubiert. Danach wurde zunéchst mit 50 % Methanol
und dann mit destilliertem Wasser je 15 min lang gewaschen. Fur 1,5 min wurde mit 0,02 %
Natriumthiosulfat-Losung inkubiert und dann zweimal mit Wasser ebenfalls fir 1,5 min
gewaschen. Lichtgeschiitzt und im Kuhlraum folgte eine 30 minltige Inkubation mit 0,1 %
Silbernitrat-L6sung. Wieder wurde 2 x mit Wasser gewaschen und dann die Gele mit einer
Losung aus 0,04 % Formaldehyd und 2 % Natriumcabonat 5 min lang entwickelt. Durch
Zugabe von 5 % Essigsaure wurde die Reaktion gestoppt.
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4.6.3.4 Oxyblot™

Mit dem Oxyblot™-System (Intergen, Burlington, MA, USA) kann man Modifikationen von
Proteinen detektieren, die durch oxidative frele Radikale verursacht werden. Diese
Modifikationen der Proteine kdnnen Veranderungen in der Seitenkette an Methionin, Histidin
und Tyrosin sein, sowie auch Cystein-Disulfidbindungen. Ebenso kann es zu metdl-
katalysierten Oxidationen der Proteine kommen, was zur Ausbildung von Carbonylgruppen
(Aldehyde und Ketone) an Lysin-, Arginin-, Prolin- oder Threonin- Resten fuhrt. Bei dem
Oxyblot™ werden solche entstandenen Carbonylgruppen an Aminosiure-Resten der Proteine
mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) zu 2,4-Dinitrophenylhydrazonen (DNP-Hydrazone)

umgesetzt, welche mit einem spezifischen Antikorper detektiert werden konnen.

Die transfizierten HEK-Zellen wurden lysiert und die Proteine in dem Homogenat durch
Zugabe von 6%iger SDS-Losung denaturiert. Die Derivatiserung von 20-50 g
Gesamtprotein efolgte fir 15 min bei Raumtempertur mit 1x DNPH Lésung und wurde mit
der Neutralisationslésung gestoppt. Die Proben wurden auf ein Polyacrylamid-Gel (siehe
2.6.3) aufgetragen und die derivatisierten Proteine getrennt. Nach dem Proteintransfer, der
wie beim Western Blot durchgefihrt wurde, wurden freile Bindungsstellen der Membran Uber
Nacht mit 1 % BSA in TBST-Puffer geblockt.

Nach dreémaligem Waschen mit TBST efolgte die este Inkubation mit dem
herstellereigenen Kaninchen-Antikorper speziell fur DNP-Hydrazon-derivatisierte Proteine
(2: 150 in 1 % BSA in TBST) fur ene Stunde bel Raumtemperatur. Nach dreimaligem
Waschen wurde die Inkubation mit dem 2. Antikoper gegen Kaninchen 1gG ebenfdls fir eine
Stunde bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Da der 2. AntikOrper mit Meerrettich-Peroxidase
konjugiert ist, konnte die Membran genauso wie bei enem Western Blot mit
Chemilumineszenz-Reagenz inkubiert werden und auf Rontgenfilmen sichtbar gemacht
werden (siehe 2.6.3.3.1).

4.6.35 Quantitative Auswertung von Western-Blots und Oxyblot™

Die exprimierten Proteinmengen auf dem belichteten und entwickelten Film wurden mit dem
Gel Doc 1000 (BioRad; Minchen) und der dazugehdrigen Software Quantitiy One® (Version
4.1.1) ausgewertet.
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4.6.4 Elektronen-Spin-Resonanz-M essungen (ESR)

4.6.4.1 Theorie

Die Elektronen-Spin-Resonanz-Messung  dient  der  Untersuchung  paramagnetischer
Verbindungen mit einem freien Elektron. Radikae wie NO und O, tragen ein freies
Elektron und anhand  dessen  physkalischer  Eigenschaften  lassen  sich
K onzentrationsbestimmungen der Radikale in LAsung durchfiihren.

Der Elektronen-Spin ist der Eigendrehimpuls S = %2 des Elektrons. Bringt man das Elektron in
ein aulkeres, zetlich konstantes, homogenes Magnetfeld Hy, so verursacht das Magnetfeld
einen Ansto3 des rotierenden Elektrons und es fihrt eine Prézessonsbewegung
(schwankende, kreisende Bewegung um eine Achse) aus. Die Umlauffrequenz wachst mit der

Stérke des angel egten Ho-Feldes und wird als Larmor-Frequenz n. bezeichnet:

n =g m- Hy/h

g = g-Faktor (2,002319)

m = Bohrsches Magneton

Ho = Magnetfeld

h = Plancksches Wirkungsquantum

Bel der Ausrichtung des Elektronen-Spins im Magnetfeld Hy gibt es eine parallele und eine
antiparallele Einstellung zu Ho. Dies wird durch die magnetische Quantenzahl my beschrieben,
die nur die Werte my; = + %2 oder — ¥2 annehmen darf. Geht man nun davon aus, dass das
betrachtete Radikalmolekll in seinem Grundzustand ohne Magnetfeld die Energie E, besitzt,
so spaltet sich diese Energie in einem aul3eren Magnetfeld Hy geméld den beiden erlaubten
magnetischen Spinquantenzahlen my = £%2in zwel Energieterme auf (Abb.12).
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0 Ho

Abb. 12: Aufspaltung der Energienieveausms= + % im auf3eren Magnetfeld H,

Bel dieser auch als Zeeman-Effekt bezeichneten Energieaufspaltung ist die Grole der
Aufspaltung proportional dem von auf¥en angelegten Magnetfeld Ho,.

Das Resonanzphanomen des Elektronen-Spins tritt auf, wenn ein zweites Magnetfeld H;
hinzugefligt wird, das senkrecht zu Hy steht und mit der Larmor-Frequenz rotiert. Der
Elektronen-Spin  fuhrt nun eine spirdformige Auf- und Abwanderung durch, was
guantenmechanisch ein Umklappen der Spinrichtung von my = + %2 auf my = - %2 bedeutet. Es

werden also Ubergdnge zwischen verschiedenen Energieniveaus durchlaufen.

Man kann diese Elektronen-Spin-Resonanz auch auddsen, indem man ene zrkular
polarisierte elektromagnetische Welle einstrahlt, deren H;-Vektor senkrecht zur Hy-Richtung
liegt und deren Frequenz gleich der Larmor-Frequnz n_ ist. Wird die Energiedifferenz
zwischen den beiden Energietermen in Form eines eektromagnetischen Lichtquanten
eingestrahlt, so kommt man zur grundlegenden Gleichung fir die Elektronen-Spin-Resonanz:

hn=0- M- Hg

Die Absorption verlauft proportiona zu der Anzahl n der untersuchten Molekile. Somit ist

eine quantitative Bestimmung der gebildeten Radikale mdglich.
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4.6.4.2 Spin-Trap-Losung fur die O, -Messung

Da die O, -Radikale nur sehr kurzlebig sind, wurden der Messung sogenannte Spin-Traps
zugesetzt. Das sind meist zyklische Hydroxylamine, die in der Lage sind, das freie Elektron

aufzunehmen und salbst ein stabileres Radikal bilden, das dann vermessen werden kann.

Da es sich bel diesen Versuchen um Messungen in intakten Zellen handelte, wurde der Spin-
Trap CMH (1-Hydroxy-3-carboxy-methyl-pyrrolidin) verwendet, der leicht in die Zellen
gelangt und dort die Elektronen von den Radikalen aufnimmt.

4.6.4.3 Messgerat

Die ESR-Spektren wurden mit dem Bruker EMX° ESR Spektrometer (Bruker Biospin Corp.,

Billerica, MA, USA) aufgenommen und mit der dazugehorigen Software WIN EPR (Version
2.11, ebenfalls Bruker) ausgewertet.

Die Einstellungen des ESR-Spektrometers wurden wie folgt festgel egt:

O, -Radikalmessung NO"-Radikalmessung
Field sweep 60 G [Gauss| 160 G
Microwave frequency 9,82 GHz 9,39 GHz
Microwave power 20 mwW 10 mw
Modulation amplitude 2G 3G
Conversion time 655 ms 2621 ms
Time constant 328 ms 328 ms

Die Eichung erfolgte mit 50 uM Xanthine/0,025 U Xanthinoxidase. Zunéchst wurde en
» Field-Scan* aufgezeichnet.
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Abb. 13; Beispiel einesField Scans, aufgenommen nach Zugabe von 50 uM Xanthine, 0,025 U Xanthinoxidase.

Dabel wurde der fur CMH typische Triplett-Peak aufgenommen. Er entsteht durch das
Splitting des CM-Elektrons nach Reaktion mit O, . Das freie Elektron des CM" spaltet sich
nach Bestrahlung mit elektromagnetischen Lichtquanten im magnetischen Feld in zwel
Energieniveaus auf, die jedoch wiederum aus 3 kleineren Niveaus bestehen. Somit wird bel
der Messung 3 ma eine Amplitude (elektronenspinspezifischer Triplett-Peak, Abb. 13)
aufgenommen. Der erste Peak wurde zur Einstellung des Gerédtes herangezogen. Die Grole
des magnetischen Feldes (center field) am hdchsten Punkt des Peaks wurde als fester
Parameter einstellt. Die einzelnen Proben wurden also bei konstantem Magnetfeld fir 5 min

vermessen (,, Time Scan®).
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Abb. 14: Beispiel eines Time Scan Uber 5 min, aufgenommen nach Zugabe von 50 uM Xanthine, 0,025 U
Xanthinoxidase.

58



4 MATERIAL UND METHODEN

Der Time Scan stellt die Produktionsrate der gebildeten Radikale dar, die Konzentration
konnte anhand linearer Regression errechnet werden.

4.6.4.4 Messung von Superoxidradikalen

24 h vor der Messung wurden die Zellen mit nur 5 %igem Medium versetzt. Zur Pr8paration
der Zellen wurden sie 1 x mit PBS gewaschen und trypsinisiert. Nach dem Abldsen von der
Platte wurden sie mit DMEM-Medium auf ein Volumen von 10 ml neutralisert und kurz
gemischt. Eine kleine Menge dieser Suspension wurde zum Zéhlen der Zedlen
zuriickbehalten. Die Zell-Suspension wurde 7 min bei 1000 x g und 4°C zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die Zellen in 1 ml ESR-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden

erneut zentrifugiert und mit ESR-Puffer auf ein Endvolumen von 100 ul gemischt.

Auf Eis wurde 1 ml ESR-Puffer, der 1 mM DTPA as Metallchelator enthielt, fir mindestens
15 min mit N, begast und genau 24 mg CMH wurden hinzugefligt, um eine Konzentration
von 1 mM zu ereichen. 5 pl der Zellsuspension wurden zusammen mit 95 ul der Spin-Trap-
Losung in einem Eppendorf-Geféld gemischt und dann in eine 50 pl Glaskapillare (Corning,
New York, NY, USA) gesaugt. Die Kapillare wurde unten versiegelt und sofort in das ESR-
Spektrometer gestellt.

Bei einem Teil der Versuche wurden die Zellen mit 1 mM L-NAME (N®Nitro-L-Arginin-
methylester) fir 1 min inkubiert und dann vermessen, oder sie wurden mit 10 uM Calcium

lonophor stimuliert.

4.6.45 Messungvon NO'-Radikalen

Die Durchfihrung der NO-Messung wurden nach der beschriebenen Methode von
Kleschyov et.a. (73) vorgenommen. Zundchst wurde die kolloidale Fe(DETC),-L6sung
hergestellt. 4,5 mg Na-DETC und 2,8 mg FeSO, x 7 H,O wurden getrennt in deoxygeniertem
Krebs-Hepes-Puffer gelost, zu gleichen Tellen gemischt und sofort in einem Eppendorf
Kombitip aufgesaugt. Die Konzentration des Fe(DETC), in Krebs-Hepes-Puffer betrug 0,5
mM. Das gebildete Kolloid war schwach gelb geférbt und zeigte fir mindestens 30 min keine
Aggregation.
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Die 293 HEK-Zellen wurden 24 h vor dem Experiment mit nur 5 %igem DMEM-Medium
versetzt. Die konfluenten Zelen auf einer 100 mm Petrischale wurden 1 x mit PBS
gewaschen und dann mit 10 ml der Fe(DETC)-Krebs-Hepes-Losung fir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Danach wurden die Zellen vorsichtig mt einem Zell-Schaber von den Petrischalen
gelost, die Zelsuspension in eine 1 ml Spritze aufgesaugt und in flissigem Stickstoff
tiefgefroren. Die gefrorene Proben-Saule wurde in ein Finger-Dewargeféld gegeben und mit
dem ESR-Spektrometer vermessen.
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Abb. 15: Beispiel eines ESR-NO"-Signals von 293 HEK-Zellen behandelt mit Fe(DETC),-Kolloid fiir 30 min.

Die Zdlen wurden zunichst unbehandelt vermessen und dann wurde die Anderung des

Signas bel einer Stimulation mit 10 uM Ca-lonophor untersucht.
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4.7 Molekularbiologische Untersuchungen

4.7.1 Praparation und Analyse von DNA

4.7.1.1 Genotyp der verwendeten Bakterien-Stamme

DH5aF F / endA1 hsdR17(r, m") supE44 lambda thi-1 recAl
gyrA relAl (lacZY A-argF) yies (M80dlacZDM 15),
GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe

XL 1.Blue  recAlendAlgyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F" proAB lacl 9ZDM15 Tn10 (Tet9)],
Stratagene, Amsterdam, Niederlande

XL 10-Gold Tet® D(mcrA)183 D(merCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA% relAl lac Hte [F* proAB lacl 9ZDM15 TnlO (Tet®) Amy CanT]?
Stratagene, Amsterdam, Niederlande

4.7.1.2 Herstellungvon LB-Medium und Agar-Platten

Das Luria Bertani-Vollmedium (LB) enthidlt 1 % Trypton , 0,5 % Hefeextrakt und 0,5 %
NaCl. Fir LB-Platten wurden dem Medium 1,2 % Agar und zur Selektion von Bakterien, die
ein Plasmid mit Antibiotikaresistenz enthielten, 100 pg/ml Ampicillin zugesetzt. Die Anzucht
der Bakterien erfolgte bei 37 °C. Zur Lagerung wurden die Platten langstens fir zwel Monate
bei 4 °C aufbewahrt.

4.7.1.2.1 Transformationen

Transformationen mit E.coli wurden nach der Methode von Hanahan (1985) durchgefihrt,
wobel 1-10 ng Plasmid oder der Ligationsansatz auf die noch gefrorenen Zellen gegeben
wurden. Nach Inkubation fur 20 min auf Eis wurde der Hitzeschock fur 45 s bel 37 °C im
Wasserbad durchgeftihrt und anschlief?end 1 ml LB-Medium ohne Ampicillin zugegeben. Die
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Zelen wurden zum besseren Wachstum zunéchst fir 1 h bei 37 °C geschittelt. Danach
wurden sie bei 6000 x g fir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zelen
wurden in 100 pl LB-Medium wieder aufgenommen und auf den Agar-Platten ausplattiert
(50-100 pl). Die Bakterienkolonien wurden Uber Nacht bei 37 °C im Inkubator angezlichtet.
Die Transformationen mit den XL 1 Blue und XL 10 Gold-Zelen von Stratagene

(Amsterdam, Niederlande) wurden nach der Anleitung des Herstell er-Protokolls durchgeftihrt.

4.7.2 Plasmid-DNA I solierung und Aufreinigung

4.7.2.1.1 DNA-Plagmid Mini-Pr&paration

Die Mini-Préparation von DNA-Plasmiden wurde nach dem Prinzip der alkalischen Lyse von
Birnboim und Doly (1979) durchgefiihrt. Eine Kolonie von der Agar-Platte wurde mit der
Pipettenspitze aufgenommen und in 3 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin gegeben. Die
Startkultur wurde fir mind. 8 h bel 37 °C geschittelt. 1,5 ml der Startkultur der angeimpften
Bakterien wurden durch Zentrifugation (5 min, 6000 x g) geerntet und in 250 pl P1-
Resuspensionspuffer aufgenommen. Nach Zugabe von 250 pl P2-Lysispuffer und kurzem
Stehenlassen (nicht langer als 5 min) wurden 250 pl P3-Neutralisationspuffer zugefigt. Bel
diesem Schritt wurden ale anderen Zellbestandteile ausgefdlt, nur die DNA und RNA blieb
in Losung. Der Zusatz von RNAse zum Neutralisationspuffer enfernte dann auch die RNA.
Die ausgeféllten Zellbestandteile wurden fir 10 min bei 10000 x g und 4 °C abzentrifugiert
und der Uberstand, der die DNA enthielt, wurde in ein neues Eppendorfgefal tberfuhrt.
Anschlief3end erfolgte die Falung der DNA durch Zugabe von 2,5 Volumenteilen eiskaltem
Ethanol (96 %). Das Pellet wurde nach Zentrifugation (10 min, 10000 x g) in 50 pl TE-Puffer
wieder gel6st. Zum Teil wurde die alkalische Lyse auch mit dem QIAGEN Plasmid Mini Kit°

(Qiagen, Hilden) durchgefihrt, dann wurde anhand des Protokolls der Firmaisoliert.

4.7.2.1.2 DNA Praparationen in grof3erem Ansatz

Die Plasmid-DNA, die in grofReren Mengen bendtigt wurde, wurde mit den QIAGEN Plasmid
Midi®, Maxi® oder fir Transfektionen mit dem EndoFree Maxi Kit® (Qiagen, Hilden) isoliert

und gereinigt. Die Prgparationen wurden nach Anweisung des Herstellers durchgefihrt.
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Das Prinzip entspricht dem der Mini-Plasmid-Préparation, wobel jedoch 25-100 ml
Bakterienkultur angeziichtet wurden. Die gesamte Uber Nacht gewachsene Kultur wurde in 50
ml Falcon-Rohrchen Gberfihrt und durch Zentrifugation (6000 x g, 15 min, 4 °C) geerntet.
Resuspension, Lyse und Neutralisation erfolgten in entsprechend gréferen Ansdizen. Die
DNA wurde mit 0,7 Volumenteilen Isopropanol gefdlt und das Pellet wurde mit 70 %igem
Ethanol 1 x gewaschen. In 50-100 pl TE-Puffer wurde die DNA gelést und ihre
Konzentration photometrisch bestimmt.

Bel der Aufreinigung mit dem EndoFree Maxi Kit° (Qiagen, Hilden) erfolgte nach der
Abtrennung der ausgefédliten Zellbestandteile eine Inkubation des Lysats mit Endotoxin
Removal -Buffer® (Qiagen, Hilden) auf Eis fur 30 min. Endotoxin-freie DNA war fir die

gpétere Transfektion von Zellen in vivo notwendig.

4.7.2.1.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration von DNA im jeweiligen Puffer wurde mit dem Eppendorf BioPhotometer
(Eppendorf, Hamburg) bei den Wellenléngen 260 und 280 nm vermessen. Dabei wurden
UVette®-K ivetten (Eppendorf, Hamburg) verwendet und eine DNA-Verdinnung in einem

Endvolumen von 50 pl gemessen.

4.7.2.2 DNA-Restriktion

Fir das sequenzspezifische Schneiden von DNA wurden Restriktionsendonukleasen der
Firma New England Biolabs (NEB, Frankfurt) verwendet. Ein Unit Enzym wurde fir die
Spaltung von 1ug Plasmid-DNA eingesetzt und die DNA eine Stunde lang bei entsprechender
Temperatur inkubiert. Puffer und Reaktionstemperatur wurden nach Herstellerangaben
gewahit.

4.7.2.3 Auftrennung der DNA-Fragmente

DNA-Fragmente wurden in 0,7 % oder 2 %igen Agarose-Gelen aufgetrennt und analysiert.
Als Gelpuffer wurde 1 x TAE-Puffer verwendet. Die Proben wurden mit 5 pl Blaumarker
versetzt und in die Geltaschen geladen. Als DNA-GrofRen-Standards wurden eine 100
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Basenpaar-Leiter, 1kb DNA Ladder (GibcoBRL Life Technologies, Karlsruhe und NEB,
Frankfurt), DNA-Léngenstandars X (0,07-12,2 kbp), (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim) und Lambda DNA/Hind Il Markers (Promega, Mannheim) verwendet. Durch
Zugabe von 0,5 pg/ml Ethidiumbromid zum Agarose-Gel konnte die DNA nach der
Auftrennung im UV-Licht analysiert werden. Die Bilder wurden mit dem Gel Doc 1000°
(BioRad, Minchen) aufgenommen und die DNA-Fragmentgrolie abgeschétzt.

4.7.2.4 DNA-Isolierungund -Renigung

Zur Isolation von DNA-Fragmenten bestimmter Grolde, wurde die DNA zun&chst in einem
0,7 %igen Agarose-Gd aufgetrennt. Im UV-Licht sichtbar gemacht, wurde die gewiinschte
Bande mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Agarosestiicke mit DNA-Fragmenten
grolker als 10 kb wurden in dreifachem Volumen 6 M Na-lodid-Lésung be 50 °C
geschmolzen. Nach Zugabe von 5 pl ,Glasmilch®, einer DNA-bindenden Silikat-Matrix,
erfolgte eine Inkubation fir 5 min bei 50 °C. Der , Glasmilch“/DNA-Komplex wurde durch
kurzes Anzentrifugieren (30 s, 10000 x g) sedimentiert und anschlief?end 3 x mit je 1 ml
kalter Wasch-Losung (50 mM NaCl, 10 mM Trig/ HCI, 25 mM EDTA 50 % Ethanol (v/v),
pH 7,5) gewaschen. Dann folgte eine 5-mindtige Inkubation der DNA mit 20 pl 1 x TE-Puffer
bei 50 °C. Dabel wurde die DNA von der Matrix gelost und durch Zentrifugation (30 s, 10000
X @ von dieser getrennt. Der Uberstand mit dem isolierten DNA-Fragment wurde in ein neues
Eppendorfgefald tberfuhrt. Bei kleinen DNA-Fragmenten erfolgte die Reinigung mit dem
QIAquick Gel Extraction Kit® (Qiagen, Hilden), der nach demselben Prinzip funktioniert.

4.7.2.5 DNA-Ligation

Um DNA-Fragmente in einen Vektor zu legieren wurde der Vektor linearisert und mit
alkalischer Phosphatase (NEB, Frankfurt) fir 1 h bel 37 °C behandelt. In einigen Félen
musste der behandelte Vektor noch aus dem Gd isoliert und aufgereinigt werden. Es wurden
0,1-0,2 ug linearisierte Vektor-DNA und die 3-5 fache molare Menge des gereinigten DNA-
Fragments eingesetzt. Die Ligation erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 pl mit 1 Unit T4
DNA-Polymerase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) fur 2-3 h bel Raumtemperatur
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oder Uber Nacht bei 16 °C. Auf}erdem wurden die Ligationen mit dem Rapid DNA Ligation

Kit® (Roche Molecular Biochemicas, Mannheim) laut Herstelleranwel sung durchgeftihrt.

4.7.2.6 Oligo-Herstellung

Zur Einfihrung der Restriktionsenzym-Schnittstellen Swa |, Spe | und Mlu | in die Plasmide
wurden kleine Oligos mit den entsprechenden Sequenzen bei der Firma MWG (Ebersberg)
oder an der Emory Universitdt (biochemical facility) in 5° Orientierung und das passende
Gegengtick in 3 Orientierung bestellt. Zur Dimeriserung wurden je 1 ng/pl der
Einzelstréange fur 10 min bel 65 °C aneinander gebunden. Alle verwendeten Oligos sind im
Folgenden abgebildet.

Sse-Swa-MIu-Oligo

Sse 8387 Swal Mlu |
5’GjATTTAAATf

¥ ACGTCATAAATTTATGCGC®
Sac-Spe-Not-Oligo

Sac Il Spe | Not |
5’GiACTAGTFC3’
¥ CGCCTGATCACGCCGG®
Bam-MIu-Spe-Oligo

BanHI  Mlul Spe |
5 GATCCQtACGCG'TE
¥GTGCGCATGATC®
4.7.2.7 Polymerase-K etten-Reaktion

Das Prinzip der Polymerase Ketten-Reaktion (PCR) (150) ist die enzymatische Vermehrung
eines DNA-Abschnittes zwischen zwei Oligonucleotid-Primern, die gegenldufig an
komplementére DNA-Stréange binden. Zunéchst wird die doppelstrangige DNA bel 95 °C
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denaturiert. Die Hybridisierung der Primer an die Einzelstrange wird bei der jeweiligen
Hybridisierungstemperatur des Oligonucleotids durchgefiihrt und liegt in einem Bereich von
50-65 °C. Es folgt die DNA Synthese bei 72 °C mit ener Polymerase. Diese
Temperaturabfolge wiederholt sich in 20-40 Zyklen. Somit kénnen selbst Spuren von DNA

amplifiziert und nachgewiesen werden.

Je nach PCR wurden 1 pg —1 pg DNA und die Oligonucleotid-Primer (MWG, Ebersberg) in
der Konzentration von je 10 pmol mit der entsprechenden Menge Wasser zu den Ready-To
Go™ PCR Beads (Amersham Biosciences, Freiburg) gegeben, die 2,5 Units der
thermostabilen puReTag"-Polymerase enthalten.

Die Temperatur-Zyklen wurden im Mastercycler Gradient® (Eppendorf, Hamburg)
durchgefiihrt. Anschlief3end wurde die DNA im Agarose-Gdl getrennt und isoliert.

4.7.2.8 Einfihrung einer Mutation in die cDNA der bovinen eNOS (Primer-Overlap-
Extension-PCR)

Die Mutation an der bovinen eNOS wurde mit einer speziellen Variation der PCR, der
Primer-Overlap-Extenson-PCR durchgefiihrt. Das zugrundeliegende Plasmid mit der bovinen
eNOS war ein Geschenk der Arbeitsgruppe von Dr. David Harrison, Atlanta, GA, USA. Bel
dieser Methode wurden 4 Primer entworfen. Zwei Primer enthielten die Mutation und

Uberlappten sich in ihrer Sequenz:

Cysteine —p  Alanine
TGC GCC

Mutationsprimer 2 101

5C TGCACT CCC AGG TGJGCCICTGGGC TCCCTG 3
5 GGG CCCTGCACT CCCAGGTGQTGCICTGGGCTCCCTGGTGTT 3

3F'CCC GGG ACG TGA GGG TCC ACGACG|GAC CCGAGG GACCACAAY
3G ACG TGA GGG TCC ACG|CGG|GAC CCGAGG GACY

Mutationsprimer 3

Mutationsprimer 1
=T7 Primer/Bluescriptvektor 5'GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C3'

Mutationsprimer 4
=3 OMPCR-Primer 5 CGA TCC AGG CCCAGT CGG CG 3

Abb. 16: Dargestellt sind die sich Uberlappenden Mutationsprimer 2 und 3, die sich in nur 2 Basen von der
urspr iinglichen Sequenz der bovinen eNOS unter scheiden; unten sind die &ul3eren Mutationsprimer 1 und 4
angegeben.
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Der Basenaustausch von TG zu GC in Position 301/302 (ausgehend vom ATG) der bovinen
eNOS wurde so gewahlt, dass es zu einer Veranderung des codierenden Triplets kam und die
Aminosdure Cystein 101 gegen Alanin ausgetauscht wurde.

Als Mutationsprimer 1 wurde der T7 Primer des Bluescript Vektors (pbl2 SK+) benutzt und
der Mutationsprimer 4 wurde so gewahlt, dass er sich hinter der Kpn | Schnittstelle in der
bovinen eNOS anlagert. In der ersten und zweiten PCR (Tab. 2.7.2.8) wurden also 2 DNA-
Fragmente amplifiziert (Abb. 17). Das eine Stiick war 431 Basenpaare (bp) lang und das
andere Fragment 1910 bp. Beide DNA-Tellstiicke stimmten in der Sequenz der
Mutationsprimer Uberein. Die beiden PCR-Produkte wurden aus eéinem Agarose-Gel isoliert,

gereinigt und dienten in der PCR 3 as Template.

PCR 1+2
. Kpnl
Mutations
primer Lo | pbl2 sK+ eNOS
431 bp Mutations Mutations Kpnl
primer 2 primer 3 eNOS
4_
1910 bp M utations
primer 4
PCR 3
 Kpn | Kpn |
Mutations
primer 1 pbl2 SK + 1 eNOS
g
Mutat
utations
2341 bp primer 4

Abb. 17: Prinzip der Primer-Overlap-Extension PCR. Mit 4 Primernwurden 2 DNA-Fragmenteamplifiziert, die
als Uberhang die Mutation enthielten. In der 3. PCR wurden die beiden Teilfragmente nur mit den auferen
Primern (1 + 4) zu einem Stiick zusammengefiigt.

Bel der PCR 3 wurden nur der Mutationsprimer 1 und 4 zugegeben. Da sich die Sequenzen
der Mutationsprimer 2 und 4 Uberlappten, wurde hier nur ein DNA-Fragment amplifiziert, das
dann die Gesamtlange von 2341 bp hatte. Die aul3eren Primer waren extra vor, bzw. hinter die
Kpn | Schnittstellen gelegt worden, so dass das Fragment nach der Isolation aus dem Gel mit
Kpn | geschnitten werden konnte.

Zur Uberpriifung der Mutation wurde das DNA-Fragment sequenziert.
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PCR 1 PCR 2 PCR 3

Template BovineeNOSim BovineeNOSim Fragment 1 und 2 von
Bluescript Vektor Bluescript Vektor PCR1und?2
1 g 1pg 1pg

5 -Primer Muitationsprimer 1 Muitationsprimer 3 Muitationsprimer 1
10 pmoal 10 pmoal 10 pmoal

3 -Primer Mutationsprimer 2 Mutationsprimer 4 Mutationsprimer 4
10 pmol 10 pmol 10 pmol

Q-Solution® 5 ul 5 ul 5 ul

H,O ad 25 l ad 25 l ad 25 l

Tab. 1: Zusammensetzung der verschiedenen PCR-Ansétze zur Einfiihrung einer Mutation in die cDNA der

bovinen eNOS mit Primer-Overlap-Extension-PCR.

Alle drei PCRs wurden mit folgendem Programm im Mastercycler Gradient® (Eppendorf,

Hamburg) durchgefihrt:
1. Schritt: 95°C
2. Schritt: 95°C
3. Schritt: 56 °C
4. Schritt: 72°C

5min
30s
1 min

2min

insgesamt wurden 35 Zyklen ab dem
2. Schritt durchgefihrt
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4.7.2.9 Etablierungeiner PCR zur Genotypisierung der transgenen Tiere

Um die geplanten transgenen Tiere mit dem Tie-2-Promotor-eNOS-Konstrukt (siehe
Ergebnisse, 3.5 und 3.6) genotypiseren zu konnen, wurde eine PCR entwickelt. Zur

spezifischen Charakterisierung wurden folgende Primer gewahit:

5 Primer im Tie 2 Promotor
5 -GGG AAGTCG CAA AGTTGT GAGTT-3

+ 3' Primer 311 in der eNOS
5'-CAC CAG GGA GCC CAG GCA GCA CCT GGG AGT GCA G-3

— 90bpim Tie 2 Promotor bis zur Swa | Schnittstelle
345 bpin der eNOS
= 435 bp Fragment

+ 3' Primer 261 in der eNOS
5'-GCT CCCAGT TCT TCA CGC GAG G-3

— 90bpim Tie 2 Promotor bis zur Swa | Schnittstelle
261 bpin der eNOS
= 351 bp Fragment

Abb. 18: Zur Genotypisierung von TgN(Tie2eNOS)GK entworfene Primer.

Der 5' Primer lagerte sich im Tie-2-Promoter 90 bp vor der eingeftgten Swal Schnittstelle an
(siehe Ergebnisse, 3.5.1). Dann wurden zwei 3' Primer getestet, die sich beide in der eNOS an
die cDNA anlagern. Der Primer 311 liefd somit ein Fragment mit 435 bp entstehen und der
Primer 261 fuhrte nach der PCR zu einem 351 bp grof3en Produkt. Die PCR wurde im
Mastercycler Gradient® (Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt mit folgendem Programm:

1. Schritt: 95°C 5min

2. Schritt: 95°C 45s

3. Schritt: Temperatur-Gradient 50-56 °C 1 min
4. Schritt: 72°C 2min

insgesamt 35 Zyklen ab dem 2. Schritt.
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Mit der Einstellung des Temperatur-Gradienten war es moglich, mehrere PCR Ansétze bel
verschiedenen Temperatur zu testen, da die optimale Anlagerungstemperatur der Primer
ermittelt werden sollte. Als DNA wurden 100 ng Plasmid, bzw. 1 pg genomische Maus DNA
(bereits aufgearbeitet in dieser Arbeitsgruppe aus C57BL/6-Méausen) eingesetzt. In jeden
Ansatz wurden noch die Primer in den Konzentrationen von je 10 pmol und 5 pl Q-Solution®
(Qiagen, Hilden) zu den Ready-To Go™ PCR Beads (Amersham Biosciences, Freiburg)
gegeben und dann mit destilliertem Wasser auf ein VVolumen von 25 pl aufgefullt.

Primer 311 Primer 261

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abb. 19: Unter UV-Licht dargestellte PCR-Produkte (je 5 pl) im Agarose-Gel mit den Primern 311 und 261.
Spur 1-3,7-9: Tie-2-eNOS-Plasmid als Template bei den Temperaturen 50 °C, 53 °C, 55° C; Spur 4-6, 10-12:
genomische C57BI6-Maus-DNA als Template bei gleichen Temperaturen.

Die beiden getesteten 3* Primer 311 und 261 lief}en in den PCR-Ansdtzen mit dem Tie-2-
eNOS-Plasmid as Template bel jeder Temperatur Fragmente der richtigen Grof3e entstehen.
Die Bande des 435 pb Fragmentes des Primers 311 war allerdings verschwommen. Daher
wurde der Primer 261 mit seiner klaren Bande bel 351 bp zur spdteren Genotypisierung
ausgewdhlt. Eine Temperatur von 54 °C wurde as gunstigste Anlagerungstemperatur der
Primer gewdhlt. Beide Primer zeigten keine Produktbildung in genomischer C57BL/6-Maus-

DNA, was fir die spezifischen Identifizierung des Transgens wichtig ist.

Da bel ener Genotypiserung sehr geringe Mengen Transgen nachweisbar sein miissen,
wurde das Tie-2-eNOS-Plasmid bis zu einer Konzentration von 1 pg verdinnt, denn mind. 10
pg Plasmid-DNA mussen eine deutliche Bande zeigen, sonst ist die Genotypisierung nicht
sicher. Das Tie-2-eNOS-Plasmid wurde in den Verdinnungen 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10
pg und 1pg in der PCR eingesetzt, die wie oben beschrieben mit dem Primer 261 mit einer
Temperatur von 54 ° C zur Anlagerung der Primer durchgefiihrt wurde.
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100ng 10ng 1ng 100pg 10pg 1

Abb. 20: Abhangigkeit der Genotypisierung von der Konzentration des ei ngesetzten Tie-2-eNOS-Plasrides. Die
unter UV-Licht dargestellten PCR Produkteim Agarose Gel (5ul) hatten alle die gewiinschte Gr62e von 351 bp.
Bei 1 ng Template war immer noch eine deutliche Bande zu erkennen, die als neg. Kontrolle aufgetragene
genom. Maus DNA zeigte kein PCR Produkt.

Selbst bei Zugabe von 1 pg Tie-2-eNOS-Plasmid in den PCR-Ansatz ist im Gel noch eine
deutliche 351 bp grofe Bande zu sehen. Die genomische C57BL/6 Maus-DNA zeigte as
Negativkontrolle keine Produktbildung.

4.7.2.10 Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen wurden im  Biologisch-Medizinischen-Forschungszentrum  der
Heinrich-Heine-Universitét Disseldorf, oder in der Emory University, Atlanta durchgefthrt.
Die DNA-Sequenzierung wurde nach dem Prinzip von Sanger (1977) unter Verwendung von
"Dye Terminatoren” vorgenommen. Das sind Didesoxynukleotide (ddNTPs), markiert mit
Rhodamin Farbstoffen. Es wurde eine PCR durchgefihrt, bei der die Plasmid-DNA mit dem
entworfenen 5'-Primer, normalen dNTPs und den geférbten ddNTPs bei niedriger Temperatur
(50-55 °C) amplifiziert wurde. Die engesetzten ddNTPs unterscheiden sich von den
Desoxynukleotiden (dNTPs) durch das Fehlen der 3'-OH-Gruppe. Beim Einbau von
Didesoxynukleotiden in die DNA, kann sich kein weiteres Nucleotid anhdngen und es kommt
zum Abbruch der DNA-Synthese. Nach der PCR wurden die DNA-Fragmente gefdlt und mit
speziellem Auftragspuffer auf ein Gel geladen. Der Gellauf wurde in dem ABI Prism 377™M-
Gerd (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) durchgefuhrt. Ein Laser regte die
Rhodaminfarbstoffe wahrend des Gellaufes an und mit speziellen Filtern wurden die Spektren
der markierten ddNTPsim Computer aufgezeichnet.
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Die Auswertung erfolgte mit der Sequencing Analysis Software™ (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) (Version 3.4.1) unter Verwendung einer auf die Dye Terminatoren
abgestimmten Matrix. Die erhatenen Sequenzen (siehe Ergebnisse, Abb. 36) wurden mit den
publizierten Sequenzen verglichen und mit dem Gene-Runner® Programm (Version 3.05,
Hastings Software Inc., 1994) ausgewertet und bearbeitet.

4.8 DNA-Mikroinjektion

Die DNA-Mikroinjektion und Implantation der Embryonen wurden in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. U. Rither, Ingtitut fir Entwicklungsbiologie der Tiere,
Heinrichh-Helne-Universitée Dusseldorf  durchgefihrt. Das Tie-2-eNOS-Plasmid  (siehe
Ergebnisse, 3.5.3) wurde mit Sal | verdaut und so von Vektoranteilen befreit. Die linearisierte
DNA, die nun aus Tie-2-Promotor-eNOS-Tie-2-Enhancer bestand, wurde in den ménnlichen
Vorkern befruchteter Eier injiziert. Die Isolierung befruchteter Eier erfolgte aus
jungfréulichen weiblichen Tieren, die vier bis funf Wochen at waren und durch Hormon
Behandlung zur Zyklus-Ovulation angeregt wurden. Die Weibchen wurden mit mannlichen
Tieren gepaart und am folgenden Tag die befruchteten Eier aus den Ovidukten entnommen.
Die Zygoten wurden von anhaftenden Zellen befreit und mit einer Halte-Pipette fixiert. Mit
einer Mikroinjektionspipette und einem Mikromanipulator wurde eine geringe Menge Tie-2-
eNOS in den méannlichen Vorkern injiziert. Nach Inkubation bei 37 °C Uber Nacht wurde das
Embryo, das mittlerweile im Zwei-Zell-Stadium war, in das Ovidukt scheinschwangerer
Weibchen transplantiert. Nach 3 Wochen wurde die erste Generation geboren, die man auch
Founder Generation (Fp) nennt. Die Tiere wurden mit der Genotypisierung auf die Aufnahme

des Transgens hin getestet und gegebenfalls zur Zucht eingesetzt.
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49 Statistik

Zur Bestimmung der Wirkstarke der in dieser Arbeit verwendeten Substanzen wurden nach
den Ergebnissen der Konzentrations-Wirkungs-Kurven die halbmaxima  wirksamen
Konzentrationen (ECsy) errechnet. Im Fall der konzentrationsabhéngigen Steigerung der
Aktivitdt der isolierten lodichen Guanylatzyklase und der bovinen eNOS wurden deren
spezifische Aktivitdten in pmol/mg Protein/min zugrundegelegt. Hierbei entspricht die ECs
derjenigen Konzentration einer Wirksubstanz, die eine habmaximae Stimulation der
Enzymaktivitét aud ost.

Alle biochemischen und funktionellen Messdaten sind als arithmetischer Mittelwert (x SEM,
Standardfehler des Mittelwertes) ausgedriickt. Im Fall nicht normalverteilter Messwerte
wurde der Median berechnet. Alle Daten wurden mit einer Varianzanalyse (ANOVA) und
nachfolgendem Student-Newman-Keuls-Test oder mit einem 2zwelsatigen Student-t-Test
analysiert. Dabel wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von FEO,05 as statistisch signifikant

angesehen. Die Anzahl der Versuche ist mit n bezeichnet.
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5.1 Untersuchungen zum Mechanismus der endothelialen
Dysfunktion am Beispiel der Hypertonie

Die Hypertonie diente als Modell fur Untersuchungen zum Mechanismus der endothelialen
Dysfunktion, well de mit ener eingeschrénkten endothelabhéngigen Vasorelaxation
einhergeht (80).

5.1.1 Auswirkungen der Hypertonie auf die Aktivitat der l6slichen

Guanylatzyklase

Die Aktivitdt der isolierten lodichen Guanylatzyklase (sGC) wurde in zytosolischen
Praparationen aus Lungen und Aortengewebe von 15 Monate aten normalen Ratten (WIS15)
und gleichaltrigen spontan-hypertensiven Ratten (SHR15) geprift. Die Aktivierbarkeit der
SGC mit dem NO -Donator SNAP war in den Praparationen aus SHR15 signifikant erniedrigt
(Abb. 21).

pmol cGMP/mg/min

500, Lunge 4000- Aorta
4001 =
s %, 30001 _m—\wisis
= —0— SHR15
300 + shr1s S 2000-
O]
2001 5
* £ 1000+ *
100
0_
O- r T T T 1 ) 1 1 1 1
6 5 4 3 2 6 -5 -4 -3 -2
SNAP [-logM ] SNAP [logM |

Abb. 21 Die spezifische Aktivitéat der isolierten sGC aus Lungen (links, n=6) und Aorten (rechts, n=7) von
WIS15 und SHR15. In beiden Gewebearten der WI S15 Tiere konnte eine signifikant hdher e maximale cGMP
Produktionsrate gemessen werden. Dies verdeutlicht die Erniedrigung der Aktivitat vaskularer sGC in
hypertensiven Ratten.
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Die maximale Produktionsrate von cGMP war in der sGC isoliert aus Aortenringen der
SHR15 Tiere dignifikant hoher as die der Kontrolltiere (WIS15: 2430+430 pmol
cGMP/mg/min; SHR15: 919+179 pmol cGMP/mg/min; n=7; P<0,001). Die Sengitivitét der
SGC in diesen Gruppen gegeniber NO war allerdings durch die Hypertonie nicht verandert.
Das konnte gezeigt werden, indem die halbmaximalen Aktivierungen bei gleicher SNAP-
Konzentration verglichen wurden (ECg in —logM; WIS15: 4,5+0,2; SHR15: 4,7+0,3). Die
Untersuchung der Rattenlungen-sGC lieferte dhnliche Ergebnisse. Auch in den Lungen war
die maximae cGMP-Produktionsrate der sGC der normotensiven Tiere mit 314+95 pmol
cGMP/mg/min signifikant hther als die cGMP-Produktion in den hypertensven Ratten
(131£21 pmol cGMP/mg/min: P<0,05). Der ECsr-Wert bei den WIS15 war mit 3,4+0,1 —
logM gleich dem ECs-Wert der SHR15 (3,5+0,1 -HogM; P=0,476).

Bel dem Rattenmodel zur essentiellen Hypertonie zeigte sich somit ene ausgeprégte
Erniedrigung der sGC-Aktivitdt in Aorten und Lungen, aber keine Einschrankung der
Sengitivitét der 16dichen Guanylatzyklase gegentiber dem NO -Donator SNAP.
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5.1.2 Auswirkungen der Hypertonie auf die Expression der |0slichen
Guanylatzyklase
Eine Ursache fir die geringere sGC-Aktivitét bei Hypertonie konnte eine verminderte

Expression des Proteins sein. Anhand von Western Blots wurde somit die Expression der sGC

in den Aortenringen der WIS15 und SHR15 untersucht.

A
W 1S15 SHR15 pimane
71 kd | — — e D
5 10 15 5 10 15 20 Mg Protein
B
0\?120-
<
S
a 80
: =
2
a 401
(o]
°
0—

WIS15 SHR15

Abb. 22: A: Repréasentativer Western Blot fir die Expression der sGC aus Aorten der WISL5 und SHR15,

detektiert mit einem Antikorper gegen die b;-Untereinheit des Enzyms. Als Standard diente eine sGC-
Préaparation aus humanen Thrombozyten. B: Ergebnisder densitometrischen Analysevon insgesamt 6 Western
Blots. (* = P< 0,01)

Mit einem Antikorper, der gegen die b;-Untereinheit der sGC gerichtet war, konnte die
Expresson der Guanylatzyklase in den zytosolischen Fraktionen der Aortenringen von
WIS15 und SHR15 verglichen werden. Die as Standard verwendete sGC-Prdparation aus
humanen Thrombozyten zeigte die richtige Bandenhthe von 71 Kiloddton (kD) an. Die
Auswertung von insgesamt 6 Western Blots ergab eine signifikant geringere Expression der
SGC bei hypertensiven Ratten (P<0,01). Sie betrug nur 45,6+5,3 % der Expression der sGC

von normotensiven WIS15-Tieren.
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5.2 Untersuchungen zum Einflussvon Radikalen auf die Aktivitat
und Expression |gslicher Guanylatzyklase

Die oben genannten Ergebnisse weisen auf eine deutliche Beteiligung ener gestorten
NO'/cGMP-Signdtransduktion am molekularen Mechanismus der endotheliden Dysfunktion
bei Hypertonie hin. Da gezeigt werden konnte, dass die Hypertonie ebenfalls mit einer
drastischen Erhdhung der vaskuléren Bildung von Superoxidradikalen einhergeht, lag nahe zu
untersuchen, ob die gefundene Erniedrigung der sGC Aktivitét und Expression kausal mit der
Radikabildung verknUpft ist. Somit wurde der Einfluss von NO, O,  und deren
Reaktionsprodukt ~ Peroxynitrit  (ONOO) auf den  vaskuld&ren  NO'/cGMP-

Signdtransduktionsweg untersucht.

5.2.1Einfluss extrazellularer Superoxidradikale auf die Aktivitat und

Expression isolierter |6dicher Guanylatzyklase

Die Inkubation von Aortenringen 4 Monate alter Wistar-Ratten mit O, ", freigesetzt aus dem
System 48 x 200 uM Xanthin und 14,4 U/l Xanthinoxidase in oxygeniertem Krebs-Henseleit
Puffer flr 4 h, hatte keinen Einfluss auf die Aktivitédt und Expression der isolierten 16dichen

Guanylatzyklase.

—i— Vehikel
0- —A— X/XO

6 5 -4 3 -2
SNAP [logM]
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B
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Abb. 23. A: Spezifische Aktivitat der sGC; B: Repréasentativer Western Blot der sGC-Expression; C:
Densitometrische Auswertung von insgesamt 6 Wester n Blots. Die Aortenringe wurden fur 4 h mit Vehikel oder
48 x X/XO inkubiert und zeigten keinen Unterschied inihrer Aktivitat oder Expression(n.s., P>0,05).

Es konnte kein Unterschied in der Aktivité der |6dichen Guanylatzyklase durch ene
deutliche Erhdhung der extrazelluldaren Superoxid-Konzentration festgestellt werden (Abb.
23). Die maximaen cGMP-Produktionsraten der sGC aus O, -behandelten und nicht
behandelten Aortenringen waren gleich groR. Auch bei der Uberpriifung der Expression der
SGC aus densdben Aorten wurde kein Unterschied zwischen Vehikel- oder O, -Inkubation
festgestellt.
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5.2.2 Einfluss von extrazellularem Peroxynitrit auf die Aktivitdt und

Expression isolierter |6dicher Guanylatzyklase

Be den Inkubationen mit extrazelluldr gebildetem Peroxynitrit, bei denen mit
SPER/NO/X/XO (200 uM/1 x 400 pM + 5 x 200 uM/14,4 U/l) inkubiert wurde, konnte kein
Unterschied in der Aktivitét der SGC gefunden werden (Abb. 24). Die extrazellulér gebildete
niedrige Dosis ONOO~ von 0,13 pM/min verédnderte die cGMP-Produktionsrate der mit
behandelten Aorten nicht gegeniiber den V ehikel-inkubierten Ringen.

‘= 3000~
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~
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Abb. 24: Aktivitat der 16slichen Guanylatzyklaseisoliert aus Aortenringeninkubiert mit SPER/NO/X/XO (n=6).
Die aus diesem System freigesetzte Menge Peroxynitrit (0,13 pM/min) hatte keinen Einfluss auf die cGMP-
Produktionsrate.
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Daher wurden bel ener weiteren Versuchsreihe die Rattenaorten mit dem System
SPER/NO/Lumazin/XO (200 pM/3 x 1 mM/58 U/l) fur 4 h inkubiert. Die hier extrazellulér
gebildete Menge an ONOO™ von 7,5 uM/min fihrte zu ener signifikanten Erniedrigung
(P=0,036, n=5) der maximaen cGMP-Bildungsrate bei den mit ONOO " inkubierten Aorten
(85791495 pmol cGMP/mg/min) im Vergleich zu Vehikd-inkubierten Geweben (2422+265
pmol cGMP/mg/min) (Abb. 25).

< 50001 —m— vehikel
S —A— Peroxynitrite
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Abb. 25: Spezifische Aktivitat der [6slichen Guanylatzyklase inkubiert mit Peroxynitrit (7,5 pM/min) oder
Vehikel. Die maximale cGMP-Bildungsrate der mit Peroxynitrit inkubierten Aorten war mit 3579+495 pmol
cGMP/mg/min signifikant geringer (*, P=0,036, n=5) alsdie der Vehikel inkubierten Gewebe mit2422+265
pmol cGMP/mg/min.

Da eine hohe Dosis extrazellulér gebildeten Peroxynitrits die Aktivitét der sGC veranderte,
wurde in den zytosolischen Fraktionen der mit 7,5 pM Peroxynitritmin oder Vehikel

inkubierten Rattenaorten die Expression der sSGC mit Western Blots untersucht.
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Abb. 26: A: Reprasentativer Western Blot von der sGC, inkubiert mit einer hohen Dosis extrazelluldren
Peroxynitritsoder Vehikel. B: Auswertung voninsgesamt 4 Western Blots. Die Expression der sGC wurdedurch
die Inkubation mit 7,5 uM Peroxynitrit/min fir 4 h nicht signifikant verandert (n.s., P>0,05).

Die densitometrische Analyse von insgesamt 4 Western Blots zeigte keinen Unterschied in

der sGC-Expression durch extrazellulares ONOO ™ (Abb. 26).
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5.2.3 Einfluss von NO™ auf die Aktivitat und Expression isolierter |6dicher

Guanylatzyklase

Der Einfluss einer Inkubation mit nur 200 uM SPER/NO auf die Aktivitét und Expression der
SGC wurde zur Kontrolle durchgefiihrt. Es sollte der Effekt einer steady-state-Konzentration
von ca 2 UM NO' (siehe Methoden, Abb. 6) mit den Auswirkungen von O, und ONOO'
auf die sGC verglichen werden. Die Aktivitét der SGC wurde durch die Inkubation mit NO'
drastisch gesenkt. Die maximale cGMP-Bildungsrate lag bei den behandelten Aorten nur
noch bel 1429+491 pmol cGMP/mg/min gegeniber 4041+992 pmol cGMP/mg/min bel den
nicht behandelten Aorten (Abb. 27). Dieser dignifikante Unterschied in der Aktivitéat
(P<0,0001, n=6) zeigte sich jedoch nicht in der Sendtivitét des Enzyms gegentiber dem NO
Donator SNAP. Die ECsg, (in -logM) beider Inkubationen waren gleich: Vehike 4,55+0,21
und SPER/NO 4,49+0,27.
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Abb. 27: A: Spezifische Aktivitat der sSGC nach Inkubation mit 2 uM NO", B: représentativer Western Blot der
Expression der sGC, C: Analysevoninsgesamt 5 Western Blots. Die Aktivitat und Expression der sGCist durch
eine Inkubation mit NO" signifikant erniedrigt (*, P=0,0001).

Der drastische Einfluss von NO' auf die Aktivitét der |6slichen Guanylatzyklase spiegelte
sich auch in der Expresson wieder. Durch eine Inkubation mit NO wurde also die
Expression der sGC deutlich erniedrigt (P=0,0001, n=5). Bel einer Inkubation mit NO" kam
es demnach moglicherweise zur Rickkopplungshemmung auf die Expression der l6dichen
Guanylatzyklase. Bel  den Inkubationen mit  Peroxynitrit spielt ene  solche
Rickkopplungsregulation wahrscheinlich keine Rolle, denn obwohl die Aktivitét der sGC

erniedrigt war, wurde die Expression des Proteins nicht verandert.

5.2.4 Einfluss intrazelularer Superoxidradikale auf die Aktivitat und
Expression der 16slichen Guanylatzyklase
Bel den bisherigen Inkubationsversuchen wurden die Radikale extrazellular gebildet. Mit der

Substanz LY 83583, die in den Zellen O, entstehen lasst, sollte nun der Einfluss von
intrazellulér gebildeten O, -Radikaen untersucht werden. LY 83583 deigert die
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Radikalbildung isolierter Rattenaortenringe (in countsmg) von 784 auf 147+18 (P=0,0208,
(88)). Die Aorten von 4 Monate aten Wistar Ratten wurden daher fir 4 h mit 10 uM LY
83583 in oxygeniertem Krebs-Henseleit-Puffer bei 37 °C inkubiert.
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Abb. 28: A: Spezifische Aktivitat der sGC in Rattenaorten, inkubiert mit 10 uM LY 83583 fiir 4 h. Die Aktivitat
in den mit O, inkubierten Geweben war signifikant geringer, als die der mit Vehikel inkubierten sGC (*,
P<0,0001, n=5); B: Reprasentativer Western Blot fir die &; Untereinheit der sGC; C: Densitometrische
Auswertung von insgesamt 5 Blots, die Inkubation mit intrazellularem O, erhdhte die Expression der sGC
deutlich (*, P<0,01).
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Die Inkubation mit intrazellulédr gebildetem O, aus LY 83583 hatte eine drastische
Erniedrigung der spezifischen Aktivitét der sGC zur Folge (P<0,0001, n=5) (Abb. 28). Die
maximale cGMP-Produktionsrate in Vehikel inkubierten Geweben betrug 1536+344 pmol
cGMP/ mg/min gegeniber nur 500+168 pmol cGMP/mg/min in den mit LY 83583
behandelten Aortenringen. Bei der Untersuchung der Expression der sGC mit dem Antikorper
gegen die & Untereinheit zeigte sich bel insgesamt 5 Western Blots eine verstérkte
Expression der sGC (P<0,01, n=5) bel den mit Radikalen inkubierten Geweben. Somit fihrten
intrazellulér gebildete O, -Radikale zu einer Erniedrigung der sGC Aktivitét bel gleichzeitig
erhdhter Expression des Proteins. Diese Ergebnisse deuten auf die Bildung einer
dysfunktionalen 16dichen Guanylatzyklase hin.
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5.3 Auswirkungen der Atherosklerose auf die Aktivitat und
Expression der 16slichen Guanylatzyklase

Eine Hypercholesteroldmie und die daraus resultierende Pathogenese der Atherosklerose sind
wie auch die Hypertonie durch eine endotheliale Dyfunktion und erhohte Radikalbildung
gekennzeichnet. Deshalb wurde im Folgenden untersucht, wie sich das Krankheitsbild der
Atherosklerose auf die Aktivitdt und Expression der 16dichen Guanylatzyklase auswirkt. Den
nach 16 Wochen Cholesterol-Dig (0,75 % Cholesterol im  Standardfutter)
hypercholesterolamischen Kaninchen (88) wurden die Aorten entnommen und zytosolische
Fraktionen mit isolierter sGC prépariert. Die Aktivitdt und Expression der sGC wurde in
diesen Prgparationen getestet (Abb. 29).
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Abb. 29: A: Spezifische Aktivitat der sGC aus Kaninchenaorten normaler und hypercholer sterolamischer Tiere,
es konnte kein Unterschied in der Aktivitat festgestellt werden. B: Reprasentativer Western Blot mit dem
Antikorper gegen die & Untereinheit der sGC; C: Densitometrische Auswertung voninsgesamt 6 Western Blots;
die Expression der sGC in den hyperchol ester ol&mischen Kaninchen war drastisch erhoht (*, P<0.0001).

Bel der Bestimmung der sGC-Aktivitdt in Aorten der Kaninchen mit Hypercholesterolamie
oder normalen Tieren, konnte kein Unterschied gefunden werden. Bei der Uberprifung der
Expresson der sGC konnte dann aber eine drastische Erhthung SGC-Expression bei
Hypercholesteroldmie detektiert werden. Die densitometrische Auswertung ergab eine
3,6 fache Expression der Guanylatzyklase durch die Cholesterol Fitterung (P< 0,0001, n=6).
Bei der Hypercholesterolamie scheint somit eine dysfunktionale sGC gebildet worden zu sein,
denn obwohl die Expression der sGC stark erhdht war, blieb die spezifische Aktivitat des
Proteins unverandert.
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Wahrend bel der essentiellen Hypertonie die Aktivitdéd und Expression der [6slichen
Guanylatzyklase erniedrigt waren, so zeigte sich bei der Atherosklerose eine unveradnderte
SGC Aktivitdt bel stark erhthter sGC-Expression. Den beiden Krankheitsmodellen liegt
demnach ein unterschiedlicher Pathomechanismus zurgurnde. Die bisherigen Ergebnisse
konnten zeigen, dass die essentielle Hypertonie sich durch eine Herunterregulation der
lodichen Guanylatzyklase auf Proteinebene auszeichnet, was eine erniedrigte Aktviét des
Enzyms zur Folge hat. Diese Ergebnisse konnten auch bei der Inkubation von gesunden
Rattenaorten mit NO' beobachtet werden. Bel der Atherosklerose war die Expression der
lodichen Guanylatzyklase deutlich erhoht, die spezifische Aktivitdt der sGC jedoch
unverandert. Wenn mehr sGC exprimiert wurde, so hétte man eine erhdhte Aktivitat erwartet.
Daher scheint der Pathomechanismus bei der Atherosklerose auf die Bildung ener
dysfunktionalen Guanylatzyklase zu beruhen. Die Ergebnisse der Inkubationsversuche mit
einer hohen Dosis extrazelluldrem Peroxynitrit und intrazellulér gebildeter Radikale durch LY
83583 deuteten ja bereits auf die Bildung einer dysfunktionalen sGC hin. Da be der
Atherosklerose viele Faktoren das Krankheitsbild ausmachen, kann nicht mit Sicherheit
gesagt werden, dass die erhdhte Radikalbildung aleine zu der gefunden Einschrankung des
NO -Signatransduktionsweges fihrt.

Deshalb sollte untersucht werden, welche Folgen ene gezidte Erhdhung der O, -
Radikalbildung in vivo hat. Eine mogliche Radikalquelle in der Zelle kénnte die endotheliale
NO-Synthase (eNOS) sein. Es gibt Hinweise in der Literatur, wo Uber eine ,entkoppelte
eNOS* Dberichtet wird, die bei einem Mangd an ihrem Kofaktor Tetrahydrobiopterin
Superoxidradikale bildet anstatt von NO' (174). Da die eNOS das NO' zur Aktivivierung der
l6dichen Guanylatzyklase liefert, konnte ein direkter Zusammenhang zwischen einer
»entkoppelten eNOS* und den gefundenen Ergebnissen zur Verdnderung der sGC Aktivitét
und Expression bestehen.

Ziel war es, die eNOS so zu verandern, dass ihre Tetrahydrobiopterin- Bindung gestort wird
und das Enzym félschlicher Weise die Bildung von O, -Radikaen anstait von NO
katalysiert.
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5.4 Mutation und Entkopplung der endothelialen NO-Synthase

Durch Mutation der eNOS sollte ein Modell fur eine Entkoppelung des Enzyms etabliert
werden. Es ist bekannt, dass die eNOS bel BH,Mange in ihrer Funktion gestért ist und
selbst O, und Wasserstoffperoxid anstatt NO bildet (57;137;174). Es sollte also eine
Mutante konstruiert werden, die eine eingeschrankte Affinitét gegeniber BH, aufweist, as
Folge O, -Radikale produziert, und gleichzeitig doch stabil genug ist, um deren

Eigenschaften zu studieren.

Chen et al. (23) haben gezeigt, dass eine Mutation des Cystein 99 der humanen eNOS zu einer
geringeren BH,-Affinitét, einer Enzyminstabilitét und dem Verlust des Ham fuhrt. Durch den
Vergleich der Aminosauresequenz der humanen eNOS, mit der bovinen eNOS (Rodriguez-
Crespo, Biochemistry 1997, 36, 8530-8538), ergab sich, dass Cystein 101 der bovinen eNOS
dem Cystein 99 der humanen eNOS entspricht. In der bovinen eNOS sind jeweils Cystein 96
und Cystein 99 der Monomere kovaent an ein Zink-Atom gebunden und bilden so eine
tetrahedral koordinierten Zinkfinger aus (Abb. 30). In der Kristallstruktur der eNOS erkennt
man, dass gerade diese vierfache Bindung der zwei Monomere zum Zink der eNOS die
notwendige Stabilitét gibt. In dieser rdumlichen Anordnung bilden das H&m und der Kofaktor
Tetrahydrobiopterin das katalytische Zentrum der eNOS.

O | OH
LT
OH

HZN’LN H

Tetrahydrobiopterin

Abb. 30: Computer-Dar stellung der tetrahedral en Zinkbindung in der eNOSmit den bindenden Cysteinen 101
und 96;ein Monomer ist gelb, das andere blau dargestellt; in rot sind die Ham-Anteile eingefigt, daneben
Tetrahydrobiopterin gebunden an Serin 104; (141)
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Mit der Mutation des Cystein 101 zu Alanin wurden dem Zink zwei Liganden genommen. Im
Folgenden sollte untersucht werden, inwiefern die instabile Zinkbindung Auswirkungen auf
die BH,-Affinitdt des Enzyms und seine katalytische Aktivitét hat. Es sollte Uberprift werden,
ob eine solche eNOS tatséchlich entkoppelt und O, -Radikal e bildet.

5.4.1 Herstellung des C101A-eNOS-Plasmides

Wie schon in den Methoden beschrieben, wurde zur EinfUhrung der Mutation in die eNOS
eine Primer-Overlap-Extension-PCR-Methode durchgeftihrt. Zunéchst wurde die PCR 1 und
2 durchgefihrt und die Grof3e der Produkte in einem Agarose-Gel abgeschétzt.

PCR PCR
1 2

Kb et \ )

3,0 —— N

20—

To L —

10—+

"R

Abb. 31 Die Produkte der PCR 1 und 2 in einem Agarose Gel unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die
Fragmentgr 63e betrug bei der PCR 1 431 bp und bei der PCR 2 1910 bp.

Die amplifizierten DNA-Fragmente hatten die gewinschten Grélsen von 431 bp bei der PCR
1 und 1910 bp fur das Produkt der PCR 2 (siehe Methoden, 2.7.2.8).
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Die beiden PCR Produkte wurden aus dem Gel isoliert und dann as Template fur die PCR 3
eingesetzt. Das DNA-Fragment der PCR 3 hatte die Grofe von 2341 bp (Abb. 32), was der
Summe beider eingesetzter Templates entspricht.

PCR 3
bl
kb
30—
20— S~
1,6 —e——
10—
05— ——

Abb. 32 Agarose-Gel mit dem Fragment der PCR 3. Die Bande zeigte die gewtinschte Grofe von 2341 bp
(schwarzer Pfeil).

Das 2341 bp grof3e Produkt der PCR 3 enthielt die Mutation, da sich die zuvor eingesetzten
Mutationsprimer 3 und 4 Uberlagerten und beim Vervielfditigen der DNA in der PCR 3
zusammengeftigt wurden. Da die beiden aul3eren Mutationsprimer 1 und 4, die bel der PCR 3
verwendet wurden beide eine Kpn | Schnittstelle enthielten, konnte nun das 2341 bp
Fragment nach seiner Isolation aus dem Gel mit dem Enzym Kpn | geschnitten werden. Auch
die bovine eNOS im Bluescript Vektor wurde mit Kpn | geschnitten, denn das 4800 bp grof3e
Teilstlick wurde fur die Wiederherstellung eines ganzen eNOS-Plasmides benétigt.

Abb. 33: Agarose-Gel mit den Fragmenten der bovinen eNOSim Bluescript Vektor nach Verdau mit Kpn | (2 x
aufgetragen, da eine grof3e Menge bendtigt wurde). Die zu i solierenden DNA-Stiickehatten eine Gré3evon 4800

bp.
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Nach dem Kpn | Verdau der bovinen eNOS erhielt man zwei DNA-Fragmente mit den
Grof3en 4800 und 2300 bp (Abb. 33). Die 4800 bp-Bande wurde aus dem Gel isoliert und mit
alkalischer Phosphatase behandelt um eine Religation des Fragmentes zu vermeiden. Das
ebenfalls mit Kpn | geschnittenen Produkt der PCR 3, welches die Mutation enthdt, wurde
nun zusammen mit dem 4800 bp Fragment aus dem Kpn | Verdau des bovinen eNOS-

Bluescript-Plasmides ligiert.

Kpn |

EcoRI|

EcoRI
Kpn |

29kb

Abb. 34: Schematische Dar stellung des C101A-pbl2SK+ Plasmides. Die eingezeichneten EcoR | Schnittstellen
sind zur Uberprifung der richtigen Orientierung der eingefligten DNA nach der Ligation.

Nach der Transformation des Ligationsansatzes in Bakterienzellen und anschlief3ender Mini-
Plasmid Prgparation wurden die Startkultur-Plasmide mit Eco R | verdaut. Bel richtiger
Orientierung des eingebauten 2341 bp PCR 3 Produktes, mussten zwei DNA-Fragmente mit
den Gréfen 4100 und 2900 bp entstehen.
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Abb. 35; Produkte des Eco R I-Verdaus dreier Startkultur-Plasmide, aufgetrennt in einem Agarose Gel. Das
PCR-3 Produkt wurdein allen Startkulturen in der richtigen Orientierung gefunden, da die beiden Fragmente
mit den GréRen 4100 und 2900 bp beim Verdau entstanden sind.

Der Verdau der Startkultur-Plasmide mit Eco R | zeigte eine richtige Orientierung des PCR 3
Produktes, da die Banden mit den GrofRen 2900 bp und 4100 bp im Ge zu erkennen waren
(Abb. 35). Eines der Plasmide wurde weiter vermehrt, gereinigt und zur Sequenzierung
gegeben.
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5.4.2 Sequenzierung der mutierten eNOS

Die C101A-eNOS im Bluescript Vektor wurde sequenziert um die eingefiihrte Mutation zu
bestatigen.
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Abb. 36: Computerausdr uck des Sequenzierger ates ABI Prism 377™ von der Sequenzierung des C101A-eNOS:
Bluescript-Plasmides. Dargestellt ist die Sequenz der ersten 600 Basen. An der mit demroten Pfeil markierten
Stelleist die eingefiihrte Mutation zu finden.

Der Vergleich der Sequenzen der Wildtyp eNOS (WT) und der Mutante (MT) ergab, dass sie
sich nur in der Position 301/302 (@usgehend vom ATG) unterscheiden. Der Basenaustausch
von TGimWT zu GCin der MT war somit erfolgreich (vergl. Methoden 2.7.2.8).

Um die Auswirkungen der Mutation auf die Funktionditét der eNOS zu Uberprifen, wurde

das Enzymin Zdlen exprimiert.
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5.4.3 Expression der eNOSin Sf 9 Zellen

54.3.1 Ligation der eNOSin den pVL 1393 Vektors
Der pVL 1393 Vektor ist ein spezifischer Vektor zur Expression von Genen in Sf 9 Zellen.

Die WT- und C101A-eNOS wurden mit dem Restriktionsenzym EcoR | aus dem Bluescript
Vektor herausgeschnitten (Abb 37). Die 4100 bp- Bande wurde aus dem Gel isoliert und
zusammen mit dem ebenfalls mit EcoR | und Alkaischer Phosphatase behandelten pvVL 1393
Vektorsligiert.

A

EcoRI EORI

EcoR| EORI

C101A eNOS
4,1 kb

pVL 1393 oL 1303

9,6 kb 9.6 kb
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Abb. 37: A: Schematische Darstellung der WT- und C101A-eNOS im pVL 1393 Vektor, markiert sind die
Schnittstellen des Restriktionsenzyms Xho |, mit demdie Orientierung der eNOSnach Einfligen in den EcoR |
geschnittenen pVL 1393 Uber pr iift wurde. B: Agarose Gel mit den Fragmenten von 3 ver schiedenen Ligations-
Produkten. Spur 1: falsche Orientierung der MT-eNOS; Spur 2: die WT-eNOSwurdenicht in den Vektor ligiert;
Spur 3: richtige Orientierung der C1L01A-eNOSimpVL 1393 mit den Fragmentgr63en 5600 bp und 8100 bp;
Spur 4: richtige Orientierung der WT-eNOSimpVL 1393 mit den gleichen Fragmentgr 63en wie die Mutante.

Das Produkt der Ligation wurde in Bakterienzellen transformiert, die Kolonien herangezogen
und die DNA verschiedener Kolonien prapariert. Zur Uberprifung der richtigen Orientierung
der WT- und C101A-eNOS im pVL 1393 Vektor wurde ein Verdau mit Xho | vorgenommen.
Bei richtiger Orientierung entstanden zwel Fragmente mit den Grofen 5600 und 8100 bp
(Abb. 37). Die WT- und MT-eNOS im pVL 1393 Vektor wurde nach der Aufreinigung in Sf
9 Zéllen transfiziert.

5.4.3.2 Expressonvon WT- und MT-eNOSin Sf 9 Zdlen

Nach Kotransfektion mit dem Baculovirus wurden die Sf 9 Zellen anhand eines Western Blot
mit einem monoklonalen Antikorper auf die eNOS-Expression hin untersucht. Sf 9 Zellen
besitzen selbst keine eNOS. Die Kontrollzellen, die nur mit dem pVL-Vektor infiziert
wurden, durften demnach kein Signal beim Western Blot zeigen.
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Abb. 38: Reprasentativer Western Blot fir die Expression der WT- und MT-eNOS (140 kD) in & 9 Zellen. Es
wurde ein monoklonaler Antikorper gegen die eNOSverwendet, der auch an die Mutante bindet. Aufgetragen
wurden in jede Spur 20 pg Gesamtprotein. Die Expression der C101A-eNOS (Spur 1) war geringer, alsdie
eNOS Produktion des WT (Spur 2). In der 3. Spur waren die nur mit demVirusinfizierten Zellen alsKontrolle
dargestellt und in der 4. Spur wurden 20 pg Protein von nicht-transfizierten Sf 9 Zellen aufgetragen.

Der monoklonale Antikorper gegen die eNOS bindet am C-terminalen Ende der eNOS. Daher
wurde seine Spezifitdt durch die Mutation, die ja schon in Position 101 liegt, nicht beeinflusst.
Die WT- und MT-eNOS Enzyme wurden beide in den Sf 9 Zellen exprimiert, jedoch nicht
gleich stark (Abb. 38). Die Expression der MT-eNOS war deutlich geringer, as die des
Wildtypen. Deshalb sollte das WT- und MT-Enzym aus den Zellen isoliert und aufgereinigt

werden.

Abb. 39: Coomassi e Farbung des Polyacrylamid-Geles nach der eNOS-1solierung aus S 9 Zellen, aufgetragen
wurden jeweils 20 pl Probe. Spur 1: GrolRenstandard; Spur 2: Eluat ausder Sdulenach Bindung der WT-eNOS
es enthalt alle anderen Proteine, die nicht an die ADP-Sepharose binden; Spur 3: gleiches Eluat wie bei 2,
allerdings von der C101A-eNOS; Spur 4: NADPH-Eluat von der ADP-Sepharose nach dem Waschen, die
isolierte WT-eNOSist deutlich mit 135 kD zu erkennen; Spur 5: NADPH-Eluat der MT-Aufreinigung, nur sehr
schwache Bande bei 140 kD (schwar zer Pfeil).
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Obwohl eine sehr grofie Menge Sf 9 Zellen infiziert und zur Enzymisolierung herangeziichtet
wurde, konnte nicht gentigend C101A-eNOS gewonnen werden. Deshalb wurden erneut Sf 9
Zéelen infiziert und sowohl WT- wie auch C101A-eNOS exprimiert. Nach erneuter
Aufreinigung der Enzyme mit 2'5-ADP-Sepharose erfolgte diesma die Farbung des
Polyacrylamid-Geles mit Silbernitrat, da eine Silber-Farbung geringere Mengen Protein

detektieren kann als die Coomassie Férbung.

Abb. 40: Mit Slbernitrat entwickeltes Polyacrylamid-Gel; Spur 1 20 pl NADPH-Eluat der WT-eNOS
Aufreinigung, Enzym zeigt eine deutliche Bande bei 140 kD; Spur 2: 20 ul NADPH-Eluat der MT-eNOS
Aufreinigung, nur sehr schwache eNOS-Bande bei 140 kD (markiert mit demweissen Pfeil); Spuren 3-5: BSA-
Ldsungen zum Vergleich der Konzentration: 50ng (3), 20 ng (4) und 10 ng (5).

Nach dem Vergleich der Bandengréf’e der Eluate mit den aufgetragenen BSA-
Konzentrationen zeigte sich, dass in dem NADPH-Eluat der MT-eNOS nur 10-20 ng Protein
pro 20 pl waren (Abb. 40). Diese Menge war fur nachfolgende Untersuchungen nicht
ausreichend. Deshalb wurden die WT- und MT-eNOS in einem anderen System exprimiert.
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5.4.4 Expression der eNOSin 293 HEK-Zéellen

54.4.1 Ligation der eNOSin den pcDNA 3 Vektor

Dadie Expression der MT-eNOS in den Sf 9 Zellen nicht stark genug war, wurden die cDNA
der WT- und C101A-eNOS in den pcDNA 3 Vektor ligiert. Dieser Vektor ist zur Expression
von Proteinen in 293 HEK Zellen geeignet. Es sollte eine stabile Transfektion vorgenommen
werden, um eine maximale Expression der Proteine zu erreichen. Die humanen embryonalen
Nierenzellen exprimieren selbst kein eNOS-Protein (siehe Abb. 42).

Der pcDNA 3 Vektor wurde mit EcoR | geschnitten und mit akalischer Phosphatase
behandelt, um eine Religation zu verhindern. Wie schon im Abschnitt 3.4.3.1 beschrieben,
wurden die 4100 bp grofen DNA Fragmente der WT- und MT-eNOS aus dem Gel isoliert
und in den behandelten pcDNA 3 Vektor ligiert.

A
C101A eNOS EcoRI WT eNOS EcoRI
41 kb / 41kb
Sl Sal

EcoR| EcoR |
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Abb. 41: A: Schematische Darstellung der C101A- und WT-eNOSim pcDNA 3 Vektor. In grin sind die Sca |

Schnittstellen markiert, anhand derer die Orientierung der eNOSnhach der Ligation Uber pr Uift wer den konnte. B:

Agarose Gel mit den Produkten des Sca | Verdausder Startkulturen nach der Ligation. Bei der MT impcDNA3
ist nur dieinSpur 3 aufgetragene Proberichtig orientiert. Die Fragmente zeigen die GroRe 1770 und 7720 bp.
In der 1. Spur scheint die MT-eNOS zweimal in den Vektor eingebaut worden zu sein, in der 2. Spur war die
eNOSfalsch orientiert und eswurden die Fragmente 4501 und 4999 bp gebildet. Die Ligation der WT-eNOSin
den pcDNA 3 Vektor war bei der in Spur 2 aufgetragenen Probe erfolgreich und der Sca | Verdau zeigte die
richtigen DNA FragmentgroRen (identisch mit MT), bei der ProbeinSpur 1 scheint auch die WT-eNOSawveimel

in den Vektor ligiert worden zu sein.

Nach der Ligation wurden anhand eines Sca | Verdaus die Plasmide der Startkulturen auf die
Orientierung der WT- und MT-eNOS im Vektor untersucht (Abb. 41). Be richtiger
Orientierung mussten DNA Fragmente mit 1770 bp und 7720 bp entstehen, falscher Einbau
fuhrte zu zwel fast gleich grofen Stlicken mit 4501 bp und 4999 bp. Die Plasmide mit der
WT- und MT-eNOS in richtiger Orientierung wurden weiter vermehrt und gereinigt. Sie
wurden mit SuperFect® (Qiagen, Hilden) in die 293 HEK Zdllen transfiziert.
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5.4.4.2 Expressonvon WT- und MT-eNOSin 293 HEK Zedllen

Nach der Transfektion der HEK-Zellen mit den beiden eNOS-Plasmiden und dem pcDNA 3
Vektor als Kontrolle wurde eine stabile Zelllinie etabliert. Nach Zugabe von 800 pug/ml G418
Sulfat zum Medium starben die nicht-transfizierten Zellen ab, die Uberlebenden Zellen
wurden weiter kultiviert. Die Expression der eNOS wurde in einem Western Blot mit dem
eNOS-Antikorper Uberprift.

MT  WT pcDNA3

=== 150 kD

Abb. 42: Wester n Blot aus WT und MT stabil transfizierten HEK Zellen. Eine gleiche Anzahl Zellen wurde nicht
lysiert, sondern nur auf dem 6-Well mit Lammli-Puffer ver sehen, 50 ul wurden direkt auf das Gel geladen. Die
eNOS (dicke Bande bei 140 kD) ist bei den WT- und MT-Zellen gleich stark exprimiert. Die mit dem pcDNA 3
Vektor transfizierten Zellen zeigen keine eNOS-Expression.

Der Western Blot zeigte, dass die Expression der eNOS in den mit WT- und C101A-eNOS
stabil transfizierten Zellen gleich war. Die zur Kontrolle nur mit dem pcDNA 3 Vektor

transfizierten Zellen exprimierten wie erwartet kein eNOS Protein.

Da die Expression der WT- und C101A-eNOS in den HEK Zédllen gleich stark war, konnten

die folgenden Versuche direkt mit diesen Zellen vorgenommen werden.
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5 ERGEBNISSE

5.4.5 Untersuchungen der eNOS-Aktivitat in WT- und MT-HEK Zélen in
Abhangigkeit von BH,4
Um den Erfolg der Mutation der eNOS auf funktioneller Ebene zu Uberprifen, wurde zuerst

die Aktivitdt der WT- und MT-eNOS nach Zugabe verschiedener Konzentrationen an BH; im
Zellhomogenat untersucht (Abb. 43).
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Abb. 43; Spezifische Aktivitat der eNOS in WT- und MT-Zellhomogenaten. Es wurde die Abhangigkeit der
Aktivitat von BH, anhand einer Dosiswirkungskurve untersucht. Die Aktivitat der MT-eNOS st signifikant
niedriger als diein den WT-Zellen gemessene Aktivitat (*, P=0,006, n=3).

Dem Zellhomogenat wurden O, 1, 5, 10, 30 und 50 uM BH4 zugesetzt. Die basale eNOS-
Aktivitét ist in den WT-Zdlen mit 601+£233 pmol Citrullin/mg/min deutlich héher, als die
basale Aktivitdt der MT-Zelen mit 98t5 pmol Citrullin/mg/min. Beide Aktivitdten steigen
durch BHs;Zugabe an, doch insgesamt bleibt die Aktivitét der MT-Zelen signifikant
niedriger, als die der WT-Zellen (P=0.006, n=3). Dieses Ergebnis spricht daftr, dass durch die
C101A-Mutation die Affinitét der eNOS gegentber BH4 und als Folge die katalytische
Aktivitét tatsdchlich verandert hat. Es war nicht moglich, durch steigende BH;-Zugabe
dieselbe maximale Aktivitét in den MT-Zellen zu erreichen, wie sie in den WT-Zellen mit 50
MM BH,4 gemessen werden konnte.
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5 ERGEBNISSE

5.4.6 Messung von Superoxidradikalen in WT- und MT-HEK Zéllen

5.4.6.1 Basale O, -Bildung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die mutierte eNOS eine geringere spezifische Aktivitét
hat und diese auch durch BH;Zugabe nicht an die spezifische Aktivitdt des Wildtypen
angeglichen werden kann, wurde im Folgenden die Superoxidradikal-Produktion in den

transfizierten Zellen mittels Elektronen-Spin-Resonanz (ESR)-Messung untersucht.

A

tde SONSWOE  Tewe: D204

BRUKER
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Abb. 44: A: Mit ESR aufgenommener Triplett-Peak der Superoxidradikalein WT- und MT-Zellen, gemessen mit
CMH als Spin Trap; B: eNOSWestern Blot aus denselben Zellen der verdeutlicht, dass beide Enzyme gleich
stark exprimiert wurden; C: Auswertung der Superoxid-Produktionsrate in WT- und MT-Zellen (n=4), die
Superoxid-Produktionsrate in den MT-Zellen war signifikant hoher alsin den WT-Zellen (*, P=0,0199).

Das mit ESR aufgenommene Signa der mit CMH-Spin Trap gemessenen Superoxidradikale
in den MT-Zellen war deutlich grofer, als das Signal der vermessenen WT-Zellen (Abb. 44).
Da beide eNOS-Enzyme in derselben Anzahl Zellen gleich stark exprimiert wurden, konnte
anhand der im Time Scan (sehe Methoden, 2.6.5.3) ermittelten Steigung die O, -
Produktionsrate (in rel. Units) ermittelt werden. Sie war in den MT-Zellen mit 0,0986+0,0026
signifikant hoher adsin den WT-Zellen (0,0573£0,0128, P<0,02, n=4).
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54.6.2 0Oz -Messung nach Stimulation der eNOS mit Ca-1onophor

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die basale O, -Produktionsrate in den MT-Zelen
signifikant erhdht war, wurde die Superoxidproduktion nach Zugabe von 10 uM des eNOS
Aktivators Ca-lonophor untersucht. Die dadurch ausgeltste Erhdhung der intrazelluléren
Ca’*-Konzentration aktiviert die eNOS und sollte zu éner Steigerung des Unterschiedes bel
der Superoxidradikalbildung fuhren.
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Abb. 45; Super oxid-Produktionsratein WT- und MT-Zellen (n=4) stimuliert mit Ca-lonophor; die Superoxid-
Produktionsrate in den MT-Zellen war auch nach Stimulation signifikant hther als in den WT-Zellen (*,
P=0,0094).

Eine Stimulation der WT- und MT-eNOS in den Zdlen vergrof¥erte den signifikanten
Unterschied in der G -Produktion (P=0,0094, n=4) (Abb. 45). Die MT-Z€llen zeigten eine
O, -Produktionsrate von 0,1183+0,0134 rel. Units gegeniber 0,0562+0,0097 rel. Unitsin den
WT-Zdllen.
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54.6.3 O3 -Messung nach Hemmung der eNOS mit L-NAME

Mit der Zugabe von 1 mM L-NAME zu den WT- und MT-Zellen wurde der Effekt der
Hemmung der eNOS auf die Radikal produktion getestet.

0.15+

0.10- n.s.

0.05+

Superoxid Produktions-
rate in rel. Units

0.00-

WT MT

Abb. 46: Super oxid-Produktionsraten in WT- und MT-Zellenhomogenaten nach Hemmung der eNOSmit 1 mM
L-NAME. Es konnte kein signifikanter Unterschied durch eine Hemmung der eNOS mit L-NAME festgestel It
werden (n.s., P>0.05).

Durch Inkubation mit dem NOS-Inhibitor L-NAME (1 mM) verschwand der signifikante
Unterschied in der O, -Produktionsrate zwischen den WT- und den MT-Zellen (Abb. 46).
Die WT-Zdlen zeigten bei L-NAME-Zugabe eine |leichte Erhthung der O, -Produktionsrate,
wéhrend es bei den MT-Zellen in Gegenwart von L-NAME zu einer Abnahme der O, -
Produktionsrate kam (vergleiche Abb. 44 und 45). Dieser Effekt konnte dadurch erklart
werden, dass in den WT-Zellen die Bildung der NO -Molekiile, die sonst einen Teil des O,
abgefangen haben, gehemmt wurde. Bel den MT-Zellen dagegen bewirkte eine Hemmung des
Enzyms auch eine Erniedrigung der O, -Produktionsrate. Dieses Ergebnis zeigt, dass die
C101A-eNOS Superoxidradikale produziert.
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5.4.7 Messung der NO"-Produktion in WT- und M T-Zéellen

Neben der Aktivitéts-Bestimmung der eNOS, bel der die CitrullinrUmsetzung bestimmt
wurde, wurde dann mittels ESR-Messung die Bildungsrate von NO'-Molekilen in WT- und
MT-Zellen untersucht. Der Vergleich der 3 Peaks der NO'-Signale (Abb. 47) liel3 bereits
erkennen, dass die MT-Zellen weniger NO' freisetzten as der WT. Be Stimulation mit Ca

lonophor ist dieser Unterschied noch deutlicher sichtbar.

A
WT
WT + Ca-lonophor
MT
MT + Ca-lonophor
30G
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Abb. 47 A: Typische NO' Triplett-Peaks, WT normal, stimuliert mit Ca-lonophore, MT normal und stimuliert
mit Ca-lonophoreB: NO'-Bildungsratein WT- und MT-Zellen (n=3). Mit ESR vermessen wurde die basaleund
mit 10 uM Ca-lonophore stimulierte NO'-Bildungsrate der Zellen nach Inkubation mit Fe(DETC),. Sgnifikant
verschieden waren die basalen Bildungsraten von WT zu MT (*, P<0,05), die Stimulation des WT mit Ca-
lonophor hatte eine signifikante Erhéhung der NO'-Bildungsrate zur Folge (*, P<0,05). Die stimulierten WT-
Zellen unterschieden sich deutlich in ihrer NO'-Bildungsrate von den stimulierten MT-Zellen (*, P<0,01).

Die NO -Bildungsrate (in rel. Units) in den WT-Zellen war mit 2,03+0,23 doppelt so hoch
wie in den MT-Zellen (1,08+0,09, P<0,05, n=3) (Abb. 47). Durch eine Stimulation der eNOS
mit 10 uM Ca-lonophor konnte die NO'-Bildungsrate in den WT-Zellen auf 2,82+0,22 rel.
Units signifikant gesteigert werden (P<0,05). Die MT-Zellen lief3en sich durch eine solche
Stimulation kaum zu einer vermehrten NO'-Bildung anregen. Mit 1,49+0,04 rel. Units war
die NO'-Bildungsrate in den stimulierten Zellen nicht signifikant erhéht gegentiber den nicht-
simulierten Zellen. Allerdings war die Produktionsrate der stimulierten MT-Zellen
signifikant verschieden von den stimulierten WT-Zellen (P<0,01). Die C101A-eNOS zeigte
also eine geringere NO'-Bildungsrate as der WT, sowohl im basal- also auch im stimulierten
Zustand.
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5.4.8 Uberpriufung der Modifikationen von Proteinen in transfizierten HEK
Zdlen

Mit dem Oxyblot™ wurde in Homogenaten von pcDNA 3-, WT- und MT-Zellen das Ausmald
der Modifikation der Proteine durch freie Radikale Uberprift. Detektiert wurden dabel alle
Proteine, deren Aminosdure-Reste durch Oxidaton zu Carbonylgruppen verandert worden
waren (sehe Methoden, 2.6.4) und ein Hydrazon gebildet haben. Der fir die Hydrazone
spezifische AntikOrper zeigte im Oxyblot aso sdmtliche verénderten Proteine in den
Zdlhomogenaten an. Zur quantitativen Auswertung wurde eine représentative Bande kurz
unter 75 kD ausgewdhit (Abb. 48, schwarzer Pfell) und diese fir jede Zdllinie

densitometrisch ausgewertet.

A
kD  pcDNA3 WT MT
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Abb. 48: A: Reprasentativer Oxyblot™ von pcDNA 3-, WT-, MT-transfizierten Zellen, aufgetragen wurden je 20
pg Gesamtprotein. Ausgewertet wurde die Bande kurzunter 75 kD (schwar zer Pfeil), diebei den MT-Zdlenein
deutlich stérkeres Signal gab. B: Densitometrische Auswertung von insgesamt 6 Oxybl ots. Die Modifikation der
MT-Proteine war im Vergleich zu den nur mit pcDNA Vektor transfizierten Zellen, oder auch den WT-Zellen
stark erhoht (*, P=0,002).

Das Signa der DNP-Hydrazone war bel den WT-Zellen im Vegleich zu nur mit dem pcDNA
3 Vektor transfizierten Zellen fast identisch. Die Transfektion mit der MT-eNOS fuhrte
erwartungsgemald zu einem erhohtem oxidativen Stress, was sich an dem weit stérkeren
Signal im Oxyblot ablesen l&asst (Abb. 38). Insgesamt konnten mehr al's doppelt so viele DNP-
Hydrazone in den MT-Zellen gefunden werden. Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass die durch
die Mutante gebildeten Superoxidradikale zur vermehrten oxidativen Proteinmodifikation
gefuhrt haben.
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5.4.9 Aufreinigung der WT- und C101A-eNOS ausden HEK Zellen

Um die bisherigen Ergebnisse auch am isolierten eNOS-Enzym zu Uberprifen, wurde die
WT- und C101A-eNOS aus den HEK Zdlenisoliert.

WT MT

Abb. 49: Coomassie-Farbung der verschiedenen Fraktionen der Aufreinigung, WT, links; MT, rechts. Spur 1:
Eluat der nicht an die ADP-Sepharose gebunden Proteine, Spur 2: Probe aus dem ersten Waschschritt, sie
enthielt immer noch Proteinreste, Spur 3: Probe ausdemdritten Waschschritt, Spur 4: NADPH-Eluat mit der
WT- und MT-eNOSbei 135 kD.

Bel der Isolation der WT- und MT-eNOS aus den HEK Zellen konnten Proteinmengen von
7,8 pug/ul des Wildtypen und 6,6 pg/pl gewonnen werden. Im mit Coomassie gefarbten
Polyacrylamid Gel sind die eNOS-Banden bei 135 kD sowohl beim WT (Abb.49, Spur 4,
blau) und bei MT (Spur 4, rot) gut zu erkennen. Die weiteren Untersuchungen wurden mit

diesen aufgereinigten isolierten eNOS-Enzymen vorgenommen.
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5.4.10 Messung der spezifischen Aktivitat gereinigter WT- und C101A-
eNOS

Bei der Aktivitdts-Bestimmung der isolierten WT- und MT-eNOS wurde wie auch in den
Zellhomogenaten (vgl. Abb. 43 und 50) ein signifikanter Unterschied gefunden. Die bei
Zugabe von 50 puM BH, gemessene Aktivitét (in pmol Citrullin/mg/min) der WT-eNOS war
mit 982+236 signifikant hoher as die Aktivitdt der C101A-eNOS mit 365+138 (P<0,0001,
n=3).
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Abb. 50: Spezifische Aktivitat der isolierten WT- und MT-eNOS. Die Aktivitat der isolierten WT-eNOS war
signifikant hoher als die der isolierten MT-eNOS (*, P<0,0001, n=3).

Der sgnifikante Unterschied in der spezifischen Aktivitdt der WT- zur MT-eNOS konnte

durch die Messung am isolierten Enzym bestétigt werden.
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5.4.11 Uberprifung der Dimerisierung gereinigter WT- und C101A-eNOS

5.4.11.1 Darstellung deseNOS-Dimers

Eine intakte Zinkbindung ist fur die Dimeriserung der eNOS sehr wichtig. Die durch die
Mutation der eNOS verédnderte Zink-Bindung komte eine Dimeriserung des Enzyms
verhindern. Anhand von Cold-SDS-Gelen (siehe Methoden, 2.6.3.1) sollte in der MT im
Vergleich zum WT die Dimeriserung der beiden eNOS-Enzyme untersucht werden. Wenn
man die isolierten Enzyme nicht denaturiert, kann man unter speziellen Bedingungen das
Dimer der eNOS mit ca. 230 kD im Gel darstellen (Abb. 51).

WT MT

KD 1 2 3 1 2 3
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150— s
100— ==
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Abb. 51: Coomassie Farbung des Cold-SD S Geles mit aufgetragenen gereinigten WT- und MT-eNOSEnzymen.
Spur 1: denaturiertes Protein, Spur 2: 25 pg WT/MT-eNOS, Spur 3: 50 ug WT/MT-eNOS. Bei der Coomassie
Féarbung kann man nur bei der nicht denaturierten WT-eNOS das Dimer erkennen.

Bei der Coomassie Farbung des Cold-SDS-Geles konnte man nur bei der WT-eNOS (Abb.
51, Spur 2 + 3, blau) deutlich das Dimer bel 230 kD erkennen. Die MT-eNOS ist nur als
Monomer bel 140 kD sichtbar. Die denaturierten Proben (Spur 1, blau + rot) wurden als
Kontrolle fir das Monomer aufgetragen. Die Proteine wurden vom Gel auf eine Membran
Ubertragen und ein Western Blot mit dem eNOS-Antikorper entwickelt.
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Abb. 52 Western Blot mit dem eNOS-Antikorper vom Cold-SDS-Gel (Abb. 3.4.21). eNOS-Monomere und
Dimere (140 + 230 kD) sind bei beidenisolierten Enzymen zu erkennen (zur Aufteilung der Spuren siehe Abb.
51).

Im Western Blot aus dem Cold-SDS-Gel wie in Abb. 51 erkennt man, dass die MT-eNOS
doch ein Dimer gebildet hatte (Abb. 52, Spur 2 + 3, rot), jedoch wesentlich weniger, als die
WT-eNOS (Spur 2 + 3, blau). Dartiber hinaus wird an diesem Western Blot auch deutlich,
dass das Kochen der Proben a1 einer Proteolyse der eNOS fihrte (siehe Abb. 52, WT und
MT, jewells Spur 1).

5.4.11.2 Abhangigkeit der Dimerisierung von Tetrahydrobiopterin

Die Rolle von BH,4 bel der Dimerisierung ist letztlich nicht geklart, doch wurde schon tber
die Notwendigkeit einer BH4-Zugabe bel der Dimersierung berichtet. Die isolierte WT- und
MT-eNOS wurden aso mit steigenden Konzentrationen von BH, versehen (0-500 puM) und
ein Cold-SDS-Ge mit anschlief3ender Entwicklung als Western Blot durchgefihrt.
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Abb. 53 Western Blot von einem Cold-SDS Gel mit isolierter WT- und MT-eNOS in Abhangigeit von BH,.
Wahrend bei der WT-eNOSdie Dimerisierung mit steigender BH,-Konzentration zunahm, zeigte die MT-eNOS
kaum Dimerisierung und auch keine Abhangigkeit von dem Kofaktor.

Schon ohne BH4-Zugabe lag die WT-eNOS hauptsachlich as Dimer vor (Abb. 53, O, blau).
Bel Erhohung der BH,-Konzentration bis zu 500 pM nahm der Anteil des Monomers weliter
ab, bis er kaum noch zu sehen war (500, blau). Als Vergleich wurde immer eine denaturierte
Proteinprobe aufgetragen, die das Monomer darstellt. Nur sehr schwach ist bei der MT-eNOS
Uberhaupt ein Dimer zu sehen (Bande Uber 250 kD), dies hat aber nicht die gewtinschte Grof3e
von 230 kD, sondern ist grof3er. Die Bildung eines Dimers war der MT-eNOS hier nicht
madglich, auch nicht unter steigenden Konzentrationen an BH, Diese Ergebnisse
verdeutlichen, dass durch die C101A-Mutation der eNOS die Dimerisierung gestort wurde

und das Enzym in seiner Affinitét gegentiber BH, verandert worden ist.
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5.5 Herstellung deseNOS-Tie-2-Promotor-Plasmides

Zur Uberprifung der Auswirkung einer Uberexpression der eNOS im Endothel wurde die
bovine eNOS-cDNA in den Tie-2-Promotor kloniert. Das zugrunde liegende Tie-2-Promotor-
Enhancer-Konstrukt  (PK) mit einem insertierten lacZ-Gen war ein Geschenk der
Arbeitsgruppe von Dr. Thorsten M. Schldger, Max Planck-Ingtitut fir physiologische und
klinische Forschung, Bad Nauheim. Der Tie-2-Promoter bewirkt eine endothelspezifische

Uberexpression des jeweiligen Proteinsin transgenen Tiermodellen (153).

5.5.1 Veranderungen des Tie-2-Promotors

Um die bovine eNOS-cDNA in den Tie-2-Promotor zu Kklonieren, mussten in das
Promotorkonstrukt  zunéchst Enzymschnittstellen eingefigt werden. Dazu wurden die
entworfenen Oligos verwendet (sehe Methoden, 2.7.2.6) und nach folgendem Schema

kloniert.

Tie2 Verdau mit Sse 8387
Promotor und Mlu -
Enhancer Enhancer
pbl2SK + lac Z
o
Ligation
Sse-Swa-Mlu-Oligo \
| ssesss7 | | [swal| [[miul] | sse 8387 | swal [ miut ]
GGATTTAAATA Te2

promotor

ACGTCCTAAATTTATGCGC

POK | Enhancer
15,65 kb

Abb. 54: Schematische Darstellung der Ligation des Sse 8387/Swa |/Mlu I-Oligos in das Tie-2-Promotor
Konstrukt.
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Mit Swa | sollte eine Schnittstelle fir ein Restriktionsenzym eingefligt werden, dass glatte
Enden schneidet. Das hatte den Vorteil, dass spéter die eNOS an einem Ende auch glatt
geschnitten werden konnte und die cDNA Stiicke aneinander passten. Mit den beiden
Restriktionsenzymen Sse 8387 und Mlu | wurde das Tie-2-Promotor-Konstrukt (PK)
aufgeschnitten. Dabei wurde die Sequenz fir das lac Z Gen herausgetrennt. Das Produkt des
Verdaus wurde Uber eine Saule gereinigt und zur Ligation mit einem Oligo (Sse 8387/Swa
I/Mlu 1, siehe Abb. 54) eingesetzt. Nach der Transformation des Ligationsansatzes in
Bakterienzellen und Anzichten der Startkulturen, wurden diese mit eéinem Swa | und Not |
Verdau auf den Einbau des Oligos Uberpriift. War die Ligation erfolgreich, so musste sich das
Plasmid mit Swa |, dessen Schnittstelle neu eingefligt worden war, und mit Not | in die
Fragmente der Grof3e 5,05 Kilobasen (kb) und 10,6 kb schneiden lassen.

Abb. 55; Agarose Gel des Swa |, Not | -Verdausnach der Ligation des Sse 8387/Swa l/Mlul-OligosindasTie-
2-Promotor Konstrukt. In der 1. Spur waren die beiden Fragmentevon 5,05 kb und 10,6 kb zu erkennen, dieein
erfolgreiches Einfligen des Sse 8387/Swa |/Mlu | -Oligos beweisen. In der 2. Spur war das Oligo nicht eingebaut

worden, da sich das Plasmid nicht mit Swa | schneiden lieRR.

Die Zdlen der Startkultur 1 (siehe Abb. 55) mussten das Promotor-Oligo-Konstrukt | (POK 1)
enthaten, denn sie lieffen sich mit Swa | und Not | in zwei 5,05 und 10,6 grof3e Stiicke
schneiden. Da Swa | sonst nicht in dem Tie-2-Promotor Konstrukt schneidet, entstand bei
nicht erfolgtem Oligo-Einbau nur ein Fragment. Das POK | wurde weiter vermehrt und
aufgereinigt.
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5 ERGEBNISSE

Um spéter den Tie-2-Promotor mit der eNOS und dem Enhancer ausschneiden zu konnen,
musste noch eine weitere Schnittstelle eingefiigt werden. Um den Bluescript Vektor
heraustrennen zu konnen, wurde an seinem Ende zum Enhancer hin eine zusézliche Spe |

Schnittstelle eingefligt.

| See 8387 | Swal | Miul |

| See 8387 | Swal | Mlu | |

Tie2

Tie2 b
Promotor Verdau mit Sac | romotor
und Not |
Enhancer > Enhancer
pbl2SK + pbl2SK
sacll Not |
Ligation
Sac-Spe-Not-Oligo | ssesss7 | swai | miu |
Tie2
Sacll Spel Not | Promotor
POK 11 Enhancer
GGACTAGTGC s\ 1565k
CGCOTGATCACGCCGG P

| secti | spet | Nott |

Abb. 56: Schematische Darstellung der Ligation des Sac 11/Spe I/ Not 1-Oligos in den POK |I.

POK | wurde mit Sac Il und Not | geschnitten und gereinigt. Zusammen mit dem Sac 11/Spe
I/Not FOligo wurde das geschnittene POK | ligiert. Anhand eines Spe | Verdaus konnte der
Oligo-Einbau Uberprift werden, denn da POK | nur eine Spe | Schnittstelle hat, lief? es sich
beim Verdau lediglich linearisieren (Abb. 57, Spur 2, 3, 4). Das Promotor-Oligo-Konstrukt |1
(POK 11), zeigte durch die neu eingefiigte Spe | Schnittstelle nach dem Verdau zwel DNA
Fragmente mit 12 kb und 3 kb (Spur 1, 5).
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5 ERGEBNISSE

Abb. 57: Agarose Gel des Spe | Verdaus der Startkulturen nach der Ligation des POK | mit dem Sac 11/Spe
I/Not I-Oligo zu POK I, in die Plasmide in den Spuren 1 und 5 wurde das Oligo eingebaut.

Durch die Einfihrung der Swa | und Spe | Schnittstellen war das Tie-2-Promotor Konstrukt
fertig zur Klonierung mit der eNOS.

5.5.2Veranderung des eNOS-Plasmides

Das bovine eNOS-Plasmid im Bluescript Vektor musste alerdings auch noch veréndert
werden, um es in das POK |1 ligieren zu konnen. Eine Mlu | Schnittstelle wurde am Ende der

eNOS mit dem Bam H I/Mlu 1/Spe I-Oligo eingeflgt.
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eNOS
Verdau mit BamH |
ol >
EcoRV
pbl SK+
Ligation
Bam H I-Mlu I-Spe I-Oligo \
BamH | Spel eNOS
GATCQ A 70kp ) Bt
e TGATC
EcoRV Spel '
pbl SK+

Abb. 58: Schematische Darstellung der Ligation deseNOS-Plasmideim Bluescript Vektor mit demBamH I/Mlu
I/SpeI-QOligo.

Das eNOS-Plasmid wurde mit Bam H | und Spe | geschnitten und aufgereinigt. Zusammen
mit dem Bam H I/Mlu 1/Spe 1-Oligo wurde es zu einem Plasmid ligiert und anschlief3end
wurde der Einbau des Oligos mit dem Verdau durch Mlu | und Eco R V getestet. Wurde de
neue Mlu | Schnittstelle eingebaut, so mussten sich die praparierten Plasmide aus den

Startkulturen in zwei Fragmente der Grof3e 3 kb und 4 kb schneiden lassen.

1 2

kb

40—
30—

2,0
1,6

Abb. 59: Agarose Gel desEco RV und Mlu | Verdausder Startkulturen nach Ligation. In beiden aufgetragenen
Sartkultur-Plasmiden (Spur 1+ 2) war dasOligo eingefuigt worden, denneslief3sichinein 3kb und 4 kb grol3e
Fragmente schneiden.
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5 ERGEBNISSE

Die Startkultur-Plasmide wurden vermehrt und grél3ere Mengen erneut mit Eco R V und Mlu
| verdaut. Die 4 kb grof3e Bande (Abb. 59) wurde dann aus dem Gel isoliert und in das POK I
ligiert.

5.5.3Ligation der eNOS-cDNA in POK I

Das POK Il wurde mit Swa | und Mlu I geschnitten. Sowohl Eco R V as auch Swa | snd
Enzyme, die glatte Enden schneiden, die in jedem Fall aneinander passen. An dem anderen

Ende wurde die eNOS und POK Il mit Mlu | geschnitten, so dass eine Ligation moglich war.

eNOS
eNOS
E— Verdau mit EcoRV
7,0kb an und Mlu|l - 4,1kb
Eco RV isoliert aus dem Gel ) I:I
co Spel EcORV

pbl SK+
Ligation
R \\

sosatw | [Mu]

EcoRV

| Sse8387| swal | Miul |

Tie2
Promotor

Tie2
Promotor

2,1kb Enhancer

10,6 kb

POK 11

Spel 0,51 Tie2 eNOS

1565 kb 19,75 kb

pbl2SK +
29kb

16,8

|SacII|SpeI | Not! |

Spel

Abb. 60; Schematische Darstellung der Ligation der eNOSin das Tie-2-Promotor Konsturkt POK I1.

Eine Religation war aufgrund Verwendung unterschiedlicher Restriktionsenzyme nicht
moglich, ebenso wie es auch nicht zu einer falschen Orientierung der eNOS kommen konnte,

daeine Schnittstelle glatt, die andere tiberhéngend war.
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Xho! Hind Il
Mlul
eNOS 4,1kb S
Sa |
Hind 111
BamH | 4,45 6,2 Hind 111
Tie?2
2,1
Promotor 2,1kb 1,6 8,8 Enhancer 10,6 kb
5o | o5 Tie2eNOS -—
i _ 1 10,8 am
— > 1 I;(lr?gllll | 1,0 19’75 kb
Sa | 12,5
Xho |
pbl2SK + 2,9 kb 16,8 15,35
15,75
Hind 111
ggel' Hind 111

Abb. 61: Schematische Darstellung des grof3en Plasmides Tie-2-eNOSmit den eingezeichneten Schnittstellen
der verwendeten Enzyme bei der Restriktionsanalyse.

Es wurde mit dem Tie-2-eNOS-Plasmid eine grole Restriktionsanalyse durchgeftihrt, um
seine Richtigkeit zu bestétigen (siehe dazu Abb. 61).

Abb. 62: Zur Analyse verwendete Restriktionsenzyme: Spur 1. Spel, Spur 2: Spel + Xhol, Spur 3: Spel +
Mlul, Spur 4: Hind 111, Spur 5: Hind I11 + Mlul, Spur 6: Sal |, alle Banden hatten die erwartete Grofie.
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5 ERGEBNISSE

Es wurde mit den Enzymen Spe |, Xho I, Mlu I, Hind Il und Sdl | in folgender Kombination

geschnitten:

Restriktionsenzym: zu erwar tende Bandengr 6i3e:
Spur 1: Spel 34+165kb

Spur 2: Spel + Xho |l 29+395+4,3+8,05kb
pur 3: Spel + Mlull 3,4+5,7+106kb

Spur 4: Hind I 2,1+40+655+6,7kb
Spur 5: Hind Il + Mlu | 21+26+40+4,1+6,55kb
Spur 6: Sal | 21+295+41+10,6

Da dle zu erwartenden Bandengrof3en auch in dem Agarose Gel gesehen werden konnten
(vergl. Abb. 61 und 62), wurde das Plasmid vervielféltigt und gereinigt. Es wurde in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. U. RUther, Institut fir Entwicklungsbiologie der Tiere, Heinrich-
Heine-Universitdt Dusseldorf zur Mikroinjektion in die Mause abgegeben (siehe Methoden,
2.8). Dabei wurde das Tie-2-eNOS-Plamid von Vektoranteilen befreit, indem es mit Spe |
geschnitten wurde und die linearisierte DNA wurde injiziert. Die neue transgene Tierlinie
wurde TgN(Tie2eNOS)GK genannt.
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5 ERGEBNISSE

5.6 Genotypisierung der TgN(Tie2eNOS)GK

Nach einigen Monaten konnte in den ersten Founder Tieren der Genotyp bestimmt werden.
Die aus den Schwanzspitzen der Mause isolierte DNA wurde mit 1 pl, was ca 1 ug
genomischer DNA entsprach, als Template in die Genotypisierungs-PCR eingesetzt.

1 2 3 456 7 8 9 10 11 12 1314 15

Abb. 63; 2 %iges Agarose Gel mitjeweils6 ul PCR Produkt der Genotypisierung. Getestet wurdendie Tiere 1-
13 (Spur 1-13), Spur 14: Tie-2-eNOS-Plasmid als Positivkontrolle; Spur 15: genomische WT-DNA als
Negativkontrolle.

DieTiere 1, 2, 5, 9, 12 und 13 zeigten die richtige Bande von 351 bp in der Genotypisierung
(Abb. 63). Die Vervidfétigung des Transgens in den Tieren 2 und 9 war geringer, alsin den
Tieren 1, 5, 12 und 13. Der Grund dafir kénnte ein Fehler in der Aufarbeitung gewesen sein,
oder weniger Transgen, was man aber nicht mit Sicherheit sagen konnte. Deshalb wurden dle

sechs Tie-2-eNOS-positiven Tiere zur Riickkreuzung eingesetzt.
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6 DISKUSSION

Der Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung der radikal-induzierten Stérungen des
vaskula&ren NO'/cGMP-Signatransduktionsweges. Dabel wurden die zweli wesentlichen
Komponenten, das Enzymsystem zur Bildung von NO' (eNOS) und das Enzymsystem zur
Transduktion des NO'-Signals (sGC) untersucht.

Als wesentliches Ergebnis kann festgehaten werden, dass beide Enzymsysteme durch den
Einfluss reaktiver Sauerstoffverbindungen auf die NO'/cGMP-Signdtransduktions-Kaskade
in ihrer Funktionalitét geschadigt werden.

6.1 Mechanismusder endothelialen Dysfunktion bel Hypertonie

Es ist bekannt, dass die Hypertonie mit einer Verminderung der endothelabhangigen
Relaxation verbunden ist (105;131). Der zugrunde liegende Mechanismus dieser Storung ist
aber nur unvollstéandig geklart. Bisherige Erkenntnisse weisen darauf hin, dass die endogene
NO -Bildung reduziert ist und neu gebildetes NO' inaktiviert wird (79;106). Dadurch
reduziert sich die Bioverfugbarkeit von NO'  und die Effizienz des NO'/cGMP-
Signaltransduktionsweges.

Zu den wichtigsten Mechanismen, die endogen gebildetes NO' inaktivieren, zahlt die
Oxidation von NO' durch resktive Sauerstoffverbindungen wie Superoxid. Eine der
wichtigsten Quellen von Superoxid in vaskuldren Endothel- bzw. glatten Muskelzellen ist die
membranstdndige NAD(P)H-Oxidase. Das Enzym besteht aus zwei membrangebundenen
Untereinheiten  (p22phox, gp91lphox/mox-1) und zwe  zytosolischen  Untereinheiten
(p47phox, p67phox) (51). Endothelzellen exprimieren alle Untereinheiten der klassischen
PhagozytenrNAD(P)H-Oxidase, wédhrend glatte Muskelzellen die kdrzlich entdeckte

Untereinheit "mitogen oxidase-1" (mox-1) statt gp91phox exprimieren.

In isolierten Endothelzellen aus spontanhypertensiven Ratten konnte bereits eine geringere
NO'-Bildung direkt mit einer erhdhten Superoxid-Produktion in Verbindung gebracht werden
(52). Dartber hinaus wurde in dem gleichen Tiermodell eine erhdhte Expression der
gp9lphox-Untereinheit der NAD(P)H-Oxidase nachgewiesen (112). Somit wird
angenommen, dass die erhohte vaskuldre Bildung von Superoxidradikalen bei Hypertonie
dazu beitragt, eine endothelide Dysfunktion auszulésen und zu unterhdten. Es galt nun den

Mechanismus zu untersuchen, der dem Einfluss des erhohten vaskuldren oxidativen Stresses
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6 DISKUSSION

auf die Transduktion des NO'-Signals zu Grunde liegt. Diese Frage ist zum einen wegen der
maoglichen Betelligung an der Pathogenese der endothelidlen Dysfunktion bei Hypertonie von
Bedeutung, aul3erdem konnte eine Schadigung des NO'/cGMP-Signaltransduktionsweges

aber auch zu einer verminderten Wirkung von therapeutisch angewendetem NO' fuhren.

Die lodiche Guanylylzyklase ist das zentrAe Enzym des NO'/cGMP-
Signaltransduktionsweges (114). Da sie sehr oxidationsempfindlich ist (108), wurde zundchst
untersucht, wie sich die Aktivitét der sGC in zytosolischen Préparationen aus der Lunge und
Aorta von gedlterten spontan hypertensiven Ratten (SHR15) im Vergleich zu normalen
Wistar Kyoto Ratten (WIS15) verhdlt. Wie in Abb. 21 dargestellt, fand sich in den
zytosolischen Préparationen der SHR15 eine deutlich geringere sGC-Aktivitdt als in den
WIS15. Das bedeutet, dass in gof3en Leitung- und Widerstandsgefél3en hypertensiver Ratten
die spezifische Aktivitdt der SGC deutlich vermindert ist. Die Stimulation der zytosolischen
SGC-Préparationen der WIS15 mit dem NO-Donator SNAP fihrte zu einer dreifach hdheren
cGMP-Produktion as in SHR15. Die ECs-Werte waren in beiden Félen adlerdings
vergleichbar, so dass die Senditivitét der sGC gegenuber dem stimulierenden Effekt durch
NO' unverandert blieb. Eine mogliche Erklérung fur die gefundene reduzierte sSGC-Aktivitét
in den zytosolischen Préparationen der SHR15 konnte eine geringere Expression des Proteins

bei Hypertonie sain.

Die vergleichenden Western Blot Analysen aus der Aorta von WIS15 und SHR15 bestétigten
diese Vermutung. Sie zeigten nahezu eine Habierung der sGC-Expression in SHR15-
Préparationen. Das Ergebnis zeigt, dass die gefundene Hemmung der maximaen cGMP-
Bildungsrate und die unveradnderte NO'-Sensitivitdt auf einer verminderten Proteinexpression
berunen. Die Daten stimmen auch mit kirzlich publizieten Studien Uberein, die in
verschiedenen Hypertonie-Modellen eine Verminderung der sSGC-Expression in der
Rattenaorten beschreiben (74;148). Zusammengefasst weisen die Ergebnisse darauf hin, dass
bei Hypertonie eine Schadigung des NO'/cGMP-Signdtransduktionsweges in Leitungs- und
Widerstandsarterien vorliegt, die durch eine geringere Expression des Schltisselenzyms sGC

verursacht wird.
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Bidang ist Uber die Regulation der sGC nur wenig bekannt (40;133;162). Die gefundene
erhdhte Superoxid-Produktion in den Aorten von SHR15 ldsst vermuten, dass durch
Superoxidradikale die Expression der sGC reduziert wird. Obwohl gezeigt wurde, dass NO
durch negative RuUckkopplungshemmung die SGC-Expresson konzentrationsabhangig
reduziert (40), scheint dieser Mechanismus hier nicht zu greifen. Es muss davon ausgegangen
werden, dass die Menge an bioverfigbarem NO' in der Gefédl3wand von SHR15 deutlich
verringert ist (112). Nach publizierten Daten zur Rolle von NO™ auf die SGC-Expression wére
demnach zu erwarten, dass die SGC-Expresson in Folge der geringeren NO'-
Bioverfugbarkeit ansteigt. Da dies nicht gefunden wurde, scheint der Effekt einer erhthten
vaskuléren Superoxid-Produktion auf die SGC-Expression deutlich stérker ausgeprégt zu sein,
als die Regulation der sGC durch NO'. Ferner konnten auch genetische Unterschiede
zwischen SHR und WIS bei den Ergebnissen eine Rolle spielen.

6.2 Schadigung desvaskuléaren NO'/cGM P-Signaltransduktions-

weges dur ch reaktive Sauer stoffver bindungen

Die Ergebnisse zur Expresson der sGC bei Hypertonie konnten durch einen direkten
toxischen Einfluss der Superoxidradikale auf den NO'/cGM P-Signaltransduktionsweg erklart
werden. Um einen solchen Mechanismus zu untersuchen, wurden Inkubationsexperimente mit
Superoxid, NO und deren Reaktionsprodukt Peroxynitrit durchgefiihrt. Eine entscheidende
Frage hierbel war, welchen Einfluss extrazellulér gebildete reaktive Sauerstoffverbindungen
Uberhaupt haben. Denn es ist bekannt, dass gerade die Endothelzellen das meisste Superoxid
generieren (51), wahrend die eingeschrankte Transduktion des NO'-Signals auf die sGC bei
Hypertonie in den glatten Muskelzellen beobachtet wurde (80;112;148). Obwohl Superoxid
und Peroxynitrit hydrophile Anionen sind, und die Zellmembran nur zu einem sehr geringen
Prozentsatz durchdringen konnen, sind die Ergebnisse dieser Inkubationsexperimente von
Bedeutung fur die Pathophysiologie der endothelialen Dysfunktion. Man muss bedenken, dass
in vivo der toxische Einfluss von reaktiven Sauerstoffverbindungen in den geschadigten
Gefdllen Uber Jahre hinweg erfolgt und so selbst geringe Mengen von extrazelluldrem
Superoxid und Peroxynitrit die NO'/cGM P-Signaltransduktion verandern konnten.
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6.2.1 Einfluss von extrazelluléren reaktiven Sauer stoffverbindungen auf die

Aktivitat und Expression der sGC

In dieser Arbeit sind die Effekte von Superoxid, NO" und Peroxynitrit auf die Aktivitdt und
Expresson der lodichen Guanylatzyklase untersucht worden. Dabel wurde eine
Inkubationsdauer von vier Stunden gewahlt, bei der eine bestimmte Konzentration der
reaktiven Sauerstoffverbindung auf das Gewebe einwirkte. Wie die in Abb. 23 dargestellten
Ergebnisse zeigen, beeinflusste extrazelluldres Superoxid die Aktivitdt und Expression
isolierter sSGC unter den gewdahlten Bedingungen nicht. Dieses Ergebnis zeigt, dass der
toxische Einfluss von Superoxidradikalen auf die sGC bzw. den NO/cGMP-
Signaltransduktionsweg wahrscheinlich sehr gering ist. In den Inkubationsexperimenten
wurden zwar ca. 25 pM Superoxid pro Minute gebildet, was die in vivo vorkommende
Superoxidbildung bei weitem Uberschreitet (51), alerdings wurde nur fUr den Zeitraum von

vier Stunden inkubiert.

Im Gegensatz dazu, flhrte die Inkubation mit 7,5 UM Peroxynitrit/mn zu einer deutlichen
Verschlechterung der katalytischen Aktivitdt der sGC (siehe Abb. 25). In der vorliegenden
Untersuchung sind Rattenaortenringe einem smplen System ausgesetzt worden, dass
kontinuierlich Peroxynitrit generiert. Wie in den Methoden beschrieben, wurden zwel
verschiedene Verfahren zur in-vitro Generierung von Peroxynitrit angewandt. Die in Abb. 6
dargestellte Unterdriickung des NO'-Signals bei gleichzeitiger Gabe von NO-Donator und
Superoxid-Produktion ist ein deutlicher Hinwels darauf, dass das freigesetzte NO' quantitativ
in Peroxynitrit umgewandelt wurde. Die nach vier Stunden Inkubation beobachtete Reduktion
der katalytischen Aktivitdt der sGC war somit alein der Bildung von Peroxynitrit
zuzuschreiben. Nur die Inkubation mit dem SPER/NO/Lumazin-System, welches konstant
7,5 UM Peroxynitrit/min bildete (sehe Methoden Abb. 9), fihrte zu eéiner Hemmung der sGC
Aktivitét. Auch wenn nicht ausgeschlossen werden kann, dass Superoxid moglicherweise zu
diesem Effekt beigetragen hat, erscheint dies vor dem Hintergrund, dass Superoxid alleine

keine Verénderugen der sSGC verursacht hat, sehr unwahrscheinlich.

Peroxynitrit wird sehr schnell aus den Radikalen NO' und Superoxid gebildet (6;49;83). Das
Anion sowie auch die protonierte Form, Peroxosalpetrige Sdure, sind hochreaktive
Verbindungen. Im Blut, in Geweben oder physiologischen Pufferlésungen reagiert
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Peroxynitrit hauptsichlich mit Kohlenstoffdioxid, Hydrogencarbonat oder freien Thiolen (82).
Somit hat eine Bolusapplikation von Peroxynitrit-haltigen Losungen wegen der kurzen
Halbwertszeit nur einen kurzzeitigen Einfluss auf die Gewebe und die Verwendung eines
Peroxynitrit-generierenden  Systems  schien  ginnvoller. Die  pathophysiologischen
Bedingungen bel Hypertonie oder Atherosklerose, sind schliefdich auch durch andauernde
vaskuldre Bildung von Peroxynitrit durch den erhdhten oxidativen Stress gekennzeichnet. Es
gilt ferner zu bedenken, dass Superoxid zwar 3-6 ma schneller mit NO' reagiert als mit
Superoxiddismutase (29;49;71), die Bildung von Peroxynitrit jedoch durch die hohe
Konzentrationen an Superoxiddismutase in intakten Zellen (ca. 10 uM) deutlich vermindert
wird. Der toxische Einfluss von Peroxynitrit in der Gefal3wand stammt also mit grof3er
Wahrscheinlichkeit hauptséchlich von einer extrazelluldren Bildung. Daher sind die gefunden
Effekte von extrazelludr gebildetem Peroxynitrit von entscheidender Bedeutung fir die
Pathophysiologie von Gefél3erkrankungen, die mit erhdhtem oxidativen Stress einhergehen.

Es wurde gezeigt, dass die Peroxosalpetrige Saure sowie das NO,-Molekil, welches beim
Zerfall der Sdure entsteht, biologische Membranen relativ unbehindert durchdringen kénnen.
Im Gegensatz dazu stellt die Zellmembran eine fast uniberwindliche Barriere fir das
anionische Carbonatradikal sowie fur Peroxynitrit selbst dar (70;146). Am Beispiel roter
Blutkdrperchen wurde gezeigt, dass Peroxynitrit zu etwa funf Prozent durch den
Dicarbonat/Chlorid-Austauscher die Zellmembran Uberwinden kann (34). Anhand dieser
Daten wird vermutet, dass weniger Peroxynitrit selbst, sondern eher seine Reaktionsprodukte
die beobachtete Hemmung der sGC Aktivitét ausgelost haben. Dazu gehort neben der
Peroxosalpetrigen Séure das sich in vivo sehr schnell bildende Addukt aus Peroxynitrit und
Kohlenstoffdioxid (ONOOCO,), welches sehr instabil ist und rasch zu NO,-Radikalen und
COs zefdlt (11,97;135). Die Zerfalsprodukte des Peroxynitrit-Carbonat-Adduktes weisen
ein hohes Potential an Oxidation freier Thiole auf, was zur Bildung von Thiyl-, Sulfinyl- und
Disulfidradikalen fuhrt (10). Auf diese Weise konnte aso der schadigende Einfluss von
extrazellularem Peroxynitrit auf die katalytische Aktivitét der SGC vermittelt worden sein.
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Die Hemmung der katalytischen Aktivitdt der sGC durch Peroxynitrit kann dagegen nicht
durch eine Verminderung der sGC-Expression erklart werden. Die hierzu durchgefihrten
Western Blot Analysen zeigten keine Reduktion, sondern eher einen Trend zur erhthten
Expression der sGC (siehe Abb. 26). Die Daten weisen darauf hin, dass der Einfluss von
Peroxynitrit auf die sGC wahrscheinlich durch eine direkte Oxidation des Proteins verursacht
wird, die zu ener Hemmung der durch NO' induzierten katalytischen Aktivitét fuhrt, ohne die
Expresson zu verdndern. Diese Sichtweise stimmt auch mit der gut bekannten Tatsache
Uberein, dass die sGC besonders empfindlich gegentiber oxidativen Einfllissen ist (108).
Zudem ist bekannt, dass die sGC viele oxidationsempfindliche Thiolgruppen sowie ein Ham
tragt, beide Strukturmerkmale sind essentiell fur die katalytische Aktivitét (76). So wurde
gezeigt, dass es in gereinigter SGC durch Bolus-Gaben von Peroxynitrit zu einer spezifischen
Hemmung der NO-abhangigen Aktivierung kommt, wéahrend die NO-unabhéngige
Aktivierung, z.B. durch Protoporphyrin 1X unbeeinflusst bleibt (119). Wir vermuten, dass
reaktive Sauerstoffverbindungen, die von extrazelluldem Peroxynitrit stammen, die
intrazellulér lokalisierte sSGC direkt oxidieren, wenn Peroxynitrit kontinuierlich anwesend ist.
Welche Reaktionen letztlich zur Hemmung der katalytischen Aktivitét der sGC fihren, |&sst
sich aus den hier erarbeiteten Daten leider nicht entnehmen. Mdgliche Reaktionen wéren eine
Tyrosin-Nitrierung, eine Dithyrosin-Bildung und eine Okxidation freier Thiolgruppen
(10;65;136;139).

Es ist nicht anzunehmen, dass die Hemmung der SGC-Aktivitdée von den enzelnen
Komponenten des Peroxynitrit-generierenden Systems vermittelt wurde. Dies zeigen nicht nur
die bereits beschriebenen Versuche mit extrazelluldrem Superoxid, sondern auch die
Versuche mit dem NO-Donator SPER/NO. Wie in Abb. 27 dargestellt hatte NO', im
Gegensatz zu Superoxidradikalen, einen ausgepragten Effekt auf die SGC. Es zeigte sich
sowohl eine deutlich geringere spezifische sGC-Aktivitét, als auch eine Verminderung der
Expresson des Proteins. Diese Ergebnisse stimmen gut mit friheren Befunden Uberein
(40;80;111). Somit wurde gezeigt, dass die Expresson de sSGC Uber ene
Rickkopplungshemmung durch NO' reguliert wird. Der Effekt von NO auf die sGC-
Expression ist abhéngig von der cGMP-Bildung und kann somit zu einer Hemmung der
Transkription und Trandation fuhren. So ist beschrieben, dass die Stabilitdt der sGC-mRNA

durch NO" vermindert wird (40). In den Inkubationsexperimenten mit Peroxynitrit wurde das
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NO'-Signa des SPER/NO unterdrtickt, was sich nicht nur bel der Kontrollmessung mit der
NO-Elektrode zeigt (siehe Abb. 6), sondern auch dadurch &uRert, dass keine
Ruckkopplungshemmung der sGC-Expression durch NO' gefunden wurde. Insgesamt zeigen
diese Ergebnisse, dass die nach Inkubation mit dem Peroxynitrit-generierenden System
gefundenen Effekte auf die vaskuléare sGC vollstdndig dem Peroxynitrit sowie den daraus
entstehenden reaktiven Sauerstoffverbindungen zugeschrieben werden kénnen.

6.2.2 Einfluss von intrazellularen reaktiven Sauer stoffverbindungen auf die

Aktivitat und Expression der sGC

Fir die Vermittlung des endothelialen NO'-Signals im Hinblick auf die Vasorelaxation spielt
die sGC in den glatten Muskelzellen der Media eine wesentliche Rolle. Die bisher
beschriebenen Versuche zum Einfluss von extrazelluléren Sauerstoffverbindungen haben
nicht berlicksichtigt, dass auch in den glatten Muskelzellen der Media die Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen bei verschiedenen Erkrankungen ansteigen kann. So zeigen Versuche
an isolierten Aorten von SHR15, dass wahrscheinlich mehr als die Héalfte der reaktiven
Sauerstoffverbindungen aus Quellen in der Media bzw. Adventitia der Gefél3segmente
gammen (80). Die Entfernung des Endothels fihrte hier ndmlich nur zu einer etwa 40 %igen
Reduktion der vaskuldren Superoxidbildung bei SHR15. Diese Ergebnisse stimmen mit
neueren Berichten Uberein, die eine funktionelle NAD(P)H-Oxidase in glatter Muskulatur
nachweisen konnten (51). Darliber hinaus wurde berichtet, dass auch Radikalquellen in der
Adventitia existieren (129). Deshab wurden zusdizlich die Effekte einer Erhohung der
intrazelluléren Superoxidbildung untersucht.

Es ist schon lange bekannt, dass das Chinon LY 83583 Uber die Bildung von intrazellularem
Superoxid die sGC-Aktivitdt hemmt (117). LY 83583 kann durch die Cytochrom P450-
Reduktase oder die NAD(P)H: Chinon-Oxidoreduktase (DT-Diaphorase) reduziert werden,
wobei gleichzeitig Superoxid entsteht (87;115). Die Ergebnisse der Inkubation in Gegenwart
von LY 83583 bestdtigen diese friheren Befunde. Isolierte Segmente der Aorta der Ratte
zeigten eine fast dreifach hohere Bildung von Superoxidradikalen in Gegenwart von 10 uM
LY 83583, wahrend in Abwesenheit von Gewebe keine erhthte Superoxid-Produktion
gemessen werden konnte (88). Die vierstindige Inkubation der Rattenaorten mit
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10 uM LY 83583 fuhrte zu einer massiven (fast 80 %igen) Hemmung der katalytischen
Aktivitat der SGC (Abb. 28). Im Gegensatz dazu kam es gleichzeitig zu ener signifikanten
Erhthung der SGC-Expression. Diese Daten lassen vermuten, dass die intrazelluldre Bildung
von Superoxidradikalen auch in Abwesenheit von NO zu ener Erhdhung der sGC-
Expression fuhren kann. Isolierte Aortenringe normaler Ratten weisen namlich nur eine sehr
geringe maximale NO'-Konzentration auf, da unter diesen Bedingungen jegliche Stimulation
zur endothelialen NO'-Bildung fehlt. Messungen an ruhenden Endothelzellen ergaben eine
NO -Konzentration von nur ca. 50 nM auf der Zeloberflache (99). Insofern kann die
Heraufregulation  der  sGC-Expresson  entweder durch einen  NO-Mangd

(Ruickkopplungshemmung) oder durch einen direkten Einfluss von Superoxid verursacht sein.

Im Hinblick auf die bel Hypertonie erhatenen Ergebnisse zur Aktivitdt und Expression der
SGC scheint der direkte Einfluss von Superoxidradikaen aleine auf die SGC nur gering zu
sein. Obwohl bel dieser Erkrankung eine massive Erhdhung der Superoxid-Produktion
gefunden wurde, konnten die reduzierte sGC-Aktivitdt und die Habierung der sGC-
Expresson bei Hypertonie in den in vitro Inkubationsversuchen mit Superoxid nicht
nachgestellt werden (112). Es ist durchaus moglich, dass bei Hypertonie die Verminderung
der sGC-Aktivitét und Expression vollig unabhangig von dem erhdhten vaskuléren oxidativen
Stress reguliert wird. Entsprechend der Erkenntnisse zur negativen Rickkopplung der sGC-
Expression durch NO'/cGMP wére eigentlich eine Erhéhung der sGC-Expression durch den
starken oxidativen Stress und dem daraus resultierenden Mangel an bioverfligbarem NO' zu
erwarten gewesen. Somit konnten die Inkubationsexperimente mit den reaktiven
Sauerstoffverbindungen zwar neue Erkenntnisse Uber den NO /cGMP-
Signaltransduktionsweg liefern, sie konnten bei eéinem Krankheitsmodell wie der SHR Ratte
aber nur bedingt zur Klérung beitragen. Daher wurde in einem weiteren Modell fir eine
GefélRerkrankung, der Atherosklerose beim cholesterolgefitterten Kaninchen, untersucht,
inwieweit hier die bisher gewonnenen Erkenntnisse die pathophysiologischen
Gefal3veranderung besser erkléaren konnen.
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6.3 Veranderungen desvaskularen NO'/cGM P-
Signaltransduktionsweges bei Atherosklerose

Im Gegensatz zur Hypertonie ist die Atherosklerose durch starke morphologische
Verénderungen an bestimmten Stellen der Gefél3wand charakterisiert. Mit zunehmendem
Schweregrad finden sich einfache Akkumulationen von Fett bis hin zu komplizierten
Lasonen mit Kalkeinlagerung und fibroser Kappe, dem atherosklerotischen Plaque (147).
Das Modell des cholesterolgefitterten Kaninchens kommt der Entwicklung der menschlichen
Atherosklerose sehr nahe, wenn man fir langere Zeit (4-6 Monate) mit niedrigen Dos erungen
von Cholesterol (< 0,75 %) fittert (30;31). Die Atherosklerose war auch die erste Erkrankung,
die mit einer Hemmung der endothelabhéngigen Relaxation durch Acetylcholin in
Verbindung gebracht werden konnte. Als tierexperimentelles Modell kam hier ebenfalls das
cholesterolgefiitterte Kaninchen zum Tragen (66). Die dort gewonnenen Erkenntnisse lief3en
sich auf die Situation bei Koronarkranken Ubertragen (42;96). Daher ist das Kaninchenmodell
gerade im Hinblick auf die Erforschung der vaskul&ren Pathophysiolgie innerhalb der
Gefal3wand, die der Entwicklung einer Atherosklerose zugrunde liegt, hervorragend geeignet.

Die Untersuchungen an diesem Modell zeigten, dass eine Hypercholesteroldmie und die
daraus folgenden morphologischen Veranderungen der Gefal3wand eine deutliche Erhdhung
der sGC-Expression zur Folge haben. Nach 16 Wochen Cholesterolfitterung wurde ein
nahezu 4-facher sGC-Proteingehat in den Kaninchenaorten gemessen im Vergleich zur
Standarddiét (siehe 3.3.1). Im Gegensatz dazu war die sGC-Aktivité nicht 4-fach erhoht,
sondern blieb nahezu unverdndert (Abb. 29). Diese Daten lassen vermuten, dass die
Hypercholesterolamie eine Storung des NO'/cGMP-Signatransduktionsweges audost, die
durch Uberexpression einer dysfunktiondlen sGC gekennzeichnet ist. Funktionelle
Konsequenzen waren eine zehnfach reduzierte Vasorelaxation gegentiber dem spontanen NO-
Donator SNAP in 16 bzw. 32 Wochen Cholesterol-gefitterten Kaninchen, und das Absinken
der endothelabhéngigen V asorel axation gegentiber Acetylcholin von 70 % auf 0 % (88).

Wie oben bereits dargestellt kann die Expresson der sGC in glatten Muskelzellen und
isolierten  Gefal3segmenten durch  NO° moduliert werden (40;180). Demnach kann
angenommen werden, dass eine Hochregulation der SGC-Expression die Folge einer

reduzierten Bioverflgbarkeit von endogenem NO' ist, wie man sie bei atherosklerotischen
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Gefalwandveranderungen sowohl beim Kaninchen als auch beim Menschen nachweisen
konnte. Insofern wére also die Hochregulation der sSGC bel Hypercholesterolamie durch die
geringere Bioverflgbarkeit von NO™ erklarbar. Ferner sollte mitberticksichtigt werden, dass
die be diesem Tierversuch nachgewiesene Steigerung der Superoxidradikal-Produktion
ebenfals an der erhohten sGC-Expresson beteiligt sein kénnte. So konnte ene
radikalinduzierte Oxidation von NO' stattgefunden haben oder, wie bereits oben diskutiert,
die Superoxidradikale direkt Einfluss auf die sGC-Expression ausgetlibt haben. Esist ebenfalls
gut moglich, dass eine Reihe anderer Mechanismen, die im Rahmen von Entzindung und
Zytokinfreisetzung bel Atherosklerose dattfinden, zu den beschricbenen Anderungen der
SGC-Expression bel Atherosklerose beigetragen haben. So ist z.B. bei stark ausgepragter
Nitrattoleranz ein dhnlicher Anstieg der Superoxid-Produktion wie bel der Atherosklerose zu
beobachten (120). Unter solchen Bedingungen kommt es alerdings nur zu einer Verdopplung

und nicht zu einer Vervierfachung der SGC-Expression (118).

Eine Schlussfolgerung dieser Studie ist, dass die sGC offensichtlich geschadigt und damit
dysfunktional ist. Dies ergibt sich direkt aus der Diskrepanz zwischen dem deutlichen Anstieg
der sGC-Expression und der dabei unveranderten spezifischen sGC-Aktivitét (siehe Abb. 29).
Da die Uberexpression des Proteins in denselben zytosolischen Fraktion keinen Anstieg der
SGC-Aktivitdt audoste, wird angenommen, dass en Tell der exprimierten sGC dysfunktional
ist. Andere publizierte Studien konnten ebenso zeigen, dass die basae Aktivitdt und NO -
unabhangige Aktivierungsmechanismen wie die Stimulation durch Protoporphyrin 1X oder
Y C-1 bei Hypercholesterolamie eingeschrankt waren (43).

Aus den hier durchgefihrten Experimenten kann kein neuer Mechanismus flr die Schadigung
der sGC-Funktion bel Hypercholesterolamie definiert werden. In Frage kommen so
verschiedene Méglichkeiten wie die Hemmung der Dimerisierung, oxidative Modifikationen
(Hamoxidation, Thioloxidation, etc.), die Bildung eines endogenen Inhibitors, eine veranderte
Substratbindung oder auch eine verminderte Bindung von Kofaktoren. Einige bisher
publizierte Untersuchungen lassen vermuten, dass oxidativer Stress in diesem Zusammenhang
von besonderer Bedeutung ist. So konnte gezeigt werden, dass oxidiertes LDL, das auch im
Modell des cholesterolgefiitterten Kaninchens nachweisbar ist (54), zu einer Hemmung der
NO -abhangigen sGC-Aktivierung fihrt (156). AuRerdem konnte in dieser Arbeit gezeigt
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werden, dass Peroxynitrit, welches ebenfalls in cholesterolgefitterten Kaninchen entsteht,
einen klaren Hemmeffekt auf die SGC-Aktivitét hat.

Insgesamt kann man aso sagen, dass die Inkubationsexperimente zum Einfluss reaktiver
Sauverstoffverbindungen eher den Verdnderungen der sGC-Aktivitdt und -Expression bei
Atherosklerose gleichen, als denen bei Hypertonie. Die bel Atherosklerose messbaren
Veranderungen deuten auf eine Kompensationsreaktion der Gefddwand hin.  Mit
fortschreitender Atherosklerose kommt es zu erhdhtem oxidativen Stress, der wahrscheinlich
zu ener Oxidation der sGC und damit zu ener Schadigung des NO/cGMP-
Signaltransduktionsweges fuhrt. Sowohl die geringere Bioverflgbarkeit von NO', als auch die
Superoxid-Produktion, leiten damit eine Kompensationsreaktion ein. Es wird versucht, die
oxidativ geschédigte dysfunktionale sGC durch eine gesteigerte Expression auszugleichen,
um die Ansprechbarkeit des NO'/cGM P- Signaltransduktionsweges aufrecht zu erhalten.

Immunhistochemische Daten zeigen, dass durch Hypercholesterolémie das Vertellungsmuster
der sGC in der Media und Adventitia kaum verandert wird. Im Gegensatz dazu wurde eine
starke sGC-Féarbung in den Intima-L&sionen beobachtet (88). Diese Daten lassen vermuten,
dass ein grof3er Anteil der Uberexprimierten und zum Tell dysfunktionalen sGC in den Intima-
Plagues lokalisiert ist. Gerade dort ist der oxidative Stress, die Entziindungsreaktion und die
Zytokinkonzentration vergleichsweise hoch (147). Es wére daher moglich, dass die bei
Atherosklerose  beobachteten Sch&den durch den Velust der sGC-abhdngigen
antiproliferativen und antimigratorischen Antwort der glaiten Muskelzellen auf das
endotheliale NO' zustande kommt. Somit wrde die hier beschriebene oxidative Schadigung
der sGC eine wichtige Rolle im Rahmen der Pathogenese der Atherosklerose spielen. Daflr
sorechen Studien wo en Gentransfer der sGC die Bildung der Neointima nach

balloninduzierten intraarteriellen Verletzungen verringern konnte (164).

Zusammenfassend wird vermutet, dass die Hypercholesteroldmie bzw. Atherosklerose
innerhalb der Gefédwand eine Umgebung schafft, die die Funktion bereits gebildeter sGC
oxidativ hemmt. In der Folge kommt es zu einem kompensatorischen Angtieg der sGC-
Expression um die Ansprechbarkeit des NO'/cGMP-Signaltransduktionsweges zu erhaten. Es

wéare denkbar, dass dieser Pathomechanismus die endothelide Dysfunktion bel

Atherosklerose verursacht.
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6.4 Dieendotheliale NO-Synthase als Quellereaktiver Sauer stoff-
ver bindungen

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung zum Einfluss reaktiver
Sauergtoffverbindungen auf das Enzymsystem der NO'-Bildung, die eNOS. Eine erhthte
Radikabildung und gleichzeitig das Auftreten einer endothelialen Dysfunktion lief3en einen
Zusammenhang vermuten. Das bidang am besten beschriebene enzymatische System zur
Bildung resktiver Sauerstoffverbindungen in Endothelzellen ist die NADPH-Oxidase (51).
Daneben sind unter anderem auch Cyclooxygenase, Xanthinoxidase und mitochondriale
Oxidasen am endotheliden oxidativen Stress beteiligt. Interessant ist, dass im Verlauf dieser
Arbeit enige Berichte Uber die eNOS as eine weitere endotheliale Radikalquelle

verdffentlicht wurden (20).

Studien mit der neurondlen NOS, darunter Radikamessungen mit  ESR
(Elektronenspi nresonanz- Spektroskopie), haben schon frih gezeigt, dass die Oxidation von L-
Arginin nur dann unter Bildung der Produkte NO" und L-Citrullin verlauft, wenn ausreichend
BH, vorhanden ist. Bel BH,-Mangel ist die eNOS in ihrer Funktion verandert. Sie bildet dann
selbst Superoxid und Wasserstoffperoxid anstatt NO' (57;137;174). Man spricht heute in
diessm Fal von ener "entkoppelten” eNOS. Es wurde auch gezeigt, dass die
Superoxidbildung der "entkoppelten” eNOS durch BH;-Zugabe wieder vollsténdig in eine
NO' und L-Citrullin-Produktion umgewandelt werden konnte (174).

Theoretisch weist die Superoxidbildung durch die eNOS ein hdheres Gefahrenpotential fur
die Endothelfunktion auf as z.B. die vermehrte O, -Bildung durch NADPH-Oxidasen.
Solche Oxidasen sind in bestimmter raumlicher Entfernung von der eNOS lokalisiert und das
gebildete O, " kann in stérkerem Male durch Superoxiddismutasen umgewandelt werden. Im
Gegensatz dazu sind normae und entkoppelte eNOS direkt benachbart, sodass es
moglicherweise zu ener quantitativen Umsetzung zwischen NO und O, zu Peroxynitrit

kommt, das dann wiederum zur Entkopplung funktionsttichtiger eNOS flhren kdnnte.
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Es ist dso mdglich, dass eine entkoppelte eNOS vor alem an fortgeschrittenem oxidativen
Stress in den Endothelzellen wesentlich beteiligt ist. So wére denkbar, dass eine initia
vermehrte Aktivierung der  NADPH-Oxidase zu ener Erhohung der endothelialen
Peroxynitrit-Konzentration fuhrt, welche in der Folge eine Schédigung der eNOS aus6st.
Hierfir spricht eine Untersuchung, in der Peroxynitrit BH, oxdiert und damit die eNOS
entkoppeln konnte (91). Andererseits ist auch denkbar, dass zwar ausreichend BH, vorhanden
ist, die Bindung von BH, an die eNOS aber irgendwie behindert ist. Dies konnte z.B. durch

oxidative Veranderungen verschiedener Aminosduren des Enzyms verursacht sain.

Nach bisherigen Erkenntnissen kommt ener zu paarweise angeordneten Cysteinresten
tetrahedral koordinierte Zinkbindung eine entscheidende Bedeutung fur die Bindung von BH,4
zu (siehe Abb. 30). Die Binderegion fir Zink liegt zwischen den Aminosduren Cystein 96 und
Cystein 101 (141). Die wesentliche Aufgabe der Zinkbindung ist, durch eine spezielle
Konformation die Bildung des katalytisch aktiven eNOS-Dimers zu ermdglichen. Bel
intaktem Zink-CysteinrKomplex entsteht ein bestimmter Abstand vom katalytischen Zentrum
zu den direkt benachbarten Aminosduren und der Zinkbindung. So stabilisiert diese
Konformation die richtige Orientierung von BH, und fordert die Bindung des Kofaktors im
Enzym, an welcher die Aushildung einer Wasserstoffbrtickenbindung von BH4 zu Serin 104
beteiligt ist (141) (Abb. 30).

In einer friheren Arbeit wurde bereits eine Cystein 99-Mutante der menschlichen eNOS mit
einer geringeren BH-Affinitdt beschrieben (23). Allerdings zeigte diese Mutante eine grof3e
Instabilitét, eine geringe katalytische Aktivitédt und enen HamVerlust. Bei dieser Mutante
lief3 sich, im Gegensatz zur Wildtyp-Kontrolle, kaum eine Bindung von BH, nachweisen.
Eine verminderte BH;-Bindung kann sich auch aus einer Hemmung der Substratbindung
ergeben. Nach Literaturdaten weist eine Mutante der menschlichen neuronalen NOS mit
verminderter Affinitdt gegeniber L-Arginin auch eine verminderte Bindung von BH, auf
(101). Schliefdlich wurde erst kirzlich beschrieben, dass fur die Entkopplung der eNOS
wahrscheinlich nicht die Oxidation von BH,, sondern viel eher die Oxidation der Zink-
bindenden Cysteine von Bedeutung ist (191).
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Im Fall der bovinen eNOS finden sich im Bereich der Zinkbindung drei vergleichsweise
oxidationsempfindliche Cysteine: Cystein 96, Cystein 100 und Cystein 101. Ziel dieser Arbeit
war es, eine Mutante zu konstruieren, die eine geringere Affinitdt gegenuber BH, zeigt,
jedoch gleichzeitig stabil genug ist, um deren Eigenschaften studieren zu kénnen. Ausgehend
von einem Aminosduresequenzvergleich zwischen der humanen neuronden NOS, der
humanen eNOS und der bovinen eNOS, wurde die Mutation an dem Cystein 101
durchgefihrt, welches wahrscheinlich dem Cystein 99 der humanen eNOS entspricht. Es ist
ein Konstrukt kloniert worden, bei welchem mittels "primer-overlap-extenson-PCR" eine
gezielte Mutation an den Positionen 301 und 302 der DNA-Sequenz (TG gegen GC,
ausgehend vom ATG) der eNOS durchgefihrt wurde. Dies fuhrt zu einem Austausch der
Aminosiure Cystein 101 gegen Alanin.

Um die Eigenschaften der Mutante studieren zu koénnen, wurde zuerst eine Expression in
St 9-Zellen versucht. Es handelt sich dabei um Insektenzellen, die as Suspensionskultur
wachsen und das gewinschte Enzym in groffem Maldstab exprimieren. Die Sf 9-Zellen
wurden schon erfolgreich zur Expression der neuronalen NOS benutzt (103). Leider war es
nicht moglich, die eNOS-Mutante in den Zellen ausreichend stark zu exprimieren, so dass
nicht genligend Protein fir eine erste biochemische Charakteriserung zur Verfigung stand.
Deshalb wurde eine stabil transfizierte HEK-Zéelllinie mit der Mutante und der Wildtyp-eNOS
etabliert. HEK-Zellen werden schon lange in der biomedizinischen Forschung verwendet. Ein
Vortell ist, dass es sich um humane Zellen handelt. Aul3erdem sind die Zellen sehr robust und
vermehren sich gut. Sie exprimieren ohne eine Transfektion keine eNOS (Abb. 42). Im
Gegensatz zu den Sf 3Zellen war die Expression der mutierten C101A-eNOS in den HEK-
Zellen sehr gut ausgeprégt. Wie in Abb. 42 und 43 dargestellt, gab es in den HEK-Zellen
keinen Unterschied zwischen dem Wildtyp und der Mutante im Hinblick auf ihre
Expressionsstarke. Daher sind alle Experimente zur biochemischen Charakterisierung der

Mutante mit dem in den HEK-Zdllen exprimierten Enzym vorgenommen worden.
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Zunéchst wurde die Aktivitédt der eNOS mittels CitrullinrAssay (16) in Homogenaten der
HEK-Zellen bestimmt. Hierbei stellte sich heraus, das die Mutante eine wesentlich geringere
basale Aktivitdt aufweist. Immerhin war die basale Aktivitat der Wildtyp-eNOS mehr als 6
fach groRRer. Dieser Befund alleine spricht noch nicht fir eine spezifische, durch die Mutation
verursachte Schadigung der BH4-Bindung bel der C101A-eNOS. Betrachtet man jedoch die
Abhangigkeit der spezifischen Aktivitét von ansteigenden BH,-Konzentrationen so zeigt sich
zwelerlei: Erstens reagieren sowohl die Mutante als auch der Wildtyp auf die BH,-Zugabe mit
einer Steigerung ihrer spezifischen Aktivitét. Zweitens wurde aber auch deutlich, dass die
spezifische Aktivitét der Mutante selbst bel hohen Konzentrationen an BH,4 (50 uM) deutlich
niedriger ist, als die Aktivitat der Wildtyp-eNOS. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass
die Mutation tatsachlich zu einer geringeren BH,-Affinitét und einer niedrigeren katalytische
Aktivitét der Mutante geflhrt hat.

Es ist bekannt, dass die normale eNOS BH, intrinssch binden kann (104). Geht man davon
aus, dass die Mutante eine geringere BH4-Bindung aufweist, 18sst sich der Unterschied in der
Basalaktivitdt dadurch leicht erkldren. Die Mutante hat wahrscheinlich deshalb eine so
niedrige basale Aktivitét, well sie kein oder kaum BH,4 gebunden hat. In &hnlicher Weise lasst
sich auch der Unterschied bei der spezifischen Aktivitdt in Gegenwart von 50 uM BH,
erkléren. Danach fuhrt die Mutation zu ener verminderten BH,-Affinitét, die selbst bei hohen
Konzentrationen von BH,4 nicht verbessert werden kann. Allerdings ist der Unterschied in der
Aktivitdt zwischen der Mutante und dem Wildtyp bel 50 uM BH, deutlich niedriger as unter
Basalbedingungen, namlich nur noch etwa zweifach. Das spricht dafir, dass die C101A-
eNOS zwar eine geringere BH/ Affinitdt aufweist, die Mutation aber nicht zu einer
vollstéandigen Inaktivierung des Enzyms fiihrt.

Wie bereits erwdhnt wird die katalytische Aktivitét der eNOS bei BH4-Defizienz deutlich
beeintréchtigt (174). Statt NO'  produziert die eNOS dann Superoxid. Wenn die hier
beschrieben Mutation der eNOS tatséchlich zu einer Behinderung der BH;-Bindung gefihrt
hat, sollte erwartet werden, dass die Mutante als Folge entkoppelt und Superoxid bildet. Um
dies zu untersuchen, wurde die Bildung von Superoxid in intakten HEK-Zellen gemessen. Um
Messartefakte zu minimieren und Superoxid as Radikal sicher identifizieren zu kénnen,
wurde die Messung mittels ElektronenSpin-Resonanz (ESR) vorgenommen. Hierbel reagiert

das Superoxidmolekil mit einem Spintrap zu einer stabilen, gut messbaren Form. Im Fall des
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hier verwendeten Spintraps CMH entstent CM™ (durch homolytische Abspaltung der —OH-
Gruppe), welches stabil ist und mit ESR vermessen werden kann. Wie die Messung ergab,
produziert die Mutante tatsachlich mehr Superoxid as das Wildtyp-Enzym. Insgesamt war
nahezu eine Verdopplung zu beobachten (Abb. 44). Auch dieses Ergebnis spricht dafir, dass
die Mutation zu einer Entkopplung der eNOS gefuihrt hat. Allerdings sollte man kritisch
anmerken, dass die Experimente im Grunde andere Radikalquellen auf3er der C101A-eNOS,
wie Xanthinoxidase, NADPH-Oxidase oder mitochondriale Oxidasen nicht ausschlief3en
koénnen. Durch andere Radikalquellen wirde sich zwar die Superoxidbildung algemein, nicht
aber der gefundene Unterschied in der Superoxidproduktionsrate bei den Wildtyp-eNOS und
den C101A-eNOS-transfizierten Zellen erkl&ren lassen.

Anzunehmen s, dass die Superoxid-Produktion in den Wildtyp-HEK-Zellen mit grofier
Wahrscheinlichkeit eben aus diesen anderen Quellen stammt, denn die normale eNOS bildet
in Gegenwart ausreichender BH4,-Konzentrationen keine Superoxidradikale (174;175;186).
Dafur spricht auch, dass die Erhohung der Superoxidbildung in den Wildtyp-HEK-Zellen
nach NOS-Hemmung durch L-NAME nicht signifikant war. Bisherige Untersuchungen an
hochgereinigter Wildtyp-eNOS hatten entweder keinen Effekt oder eine Hemmung der
eNOS-induzierten Superoxidbildung ergeben (174;186). In keinem Fal ist Uber ene
Erhthung der Superoxidbildung durch L-NAME berichtet worden. Dieser Befund ist
wahrscheinlich damit zu erkléren, dass es nach Hemmung der Wildtyp-eNOS durch L-NAME
zu ener Reduktion der NO'-Bildung kommt. Damit reduziert sich jedoch die auch in
gesunden eNOS-haltigen Zellen in geringem Mal3e vorkommende Reaktion zwischen NO
und Superoxid unter Bildung von Peroxynitrit (7). In der Folge werden daher geringfligig
mehr Superoxidmolektile mit dem Spintrap reagieren und mittels ESR nachweisbar sein.

Die Ergebnisse mit der C101A-eNOS missen anders betrachtet werden. Hier wurde eine
deutlich erhthte basale Bildung von Superoxid gefunden, die sich durch Ca-lonophor A23187
leicht, aber nicht signifikant steigern lief3 (Abb. 45). Entscheidend ist jedoch der Vergleich
mit den Wildtyp-Zellen und hierbei sind die Ergebnisse eindeutig. So fuhrt der NOS-
Aktivator Ca-lonophor zu einer Verstdrkung des Unterschiedes in der Superoxidproduktion
zwischen WT- und MT-transfizierten Zellen, wadhrend die Hemmung mit L-NAME den
Unterschied vollstandig aufhebt (Abb. 46). Beide Ergebnisse stimmen mit der Interpretation
Uberein, dass die vermehrte Superoxidbildung in den C101A-eNOS-HEK-Zellen vor alem
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auf der eNOS-Mutation beruht. Danach wirde der Unterschied in der Superoxid-Produktion,
der wahrscheinlich auf einer geringeren BHj-Affinitdt bei der C101A-eNOS beruht, durch
eine Hemmung der eNOS deuitlich reduziert werden. Genau dies ist in den Experimenten der

Fall gewesen.

Zusammenfassend kann festgehaten werden, dass die hier hergestellte Mutation C101A der
eNOS zu einer Anderung der katalytischen Aktivitat gefiihrt hat, die mit der Bildung von
Superoxid einhergent. Vermutlich beruht diese Anderung auf einer Destabilisierung und/oder
Aufhebung des Cystein 96- Cystein 101-Zinkkomplexes innerhalb des eNOS-Dimers. Die
erhdtenen Daten lassen keine Schlussfolgerung zum Mechanismus der Bildung von
Superoxid durch die mutierte eNOS zu. Es ist anzunehmen, dass die Superoxidbildung von
jenen eNOS-Proteinen ausgeht, die kein BH; gebunden haben. Unter diesen Bedingungen
kommt es wahrscheinlich zu einer Entkopplung der L-Arginin-Oxidation unter NADPH-
Verbrauch, was einen Elektronentransfer zu molekularem Sauerstoff und die Bildung von
Superoxid nach sich ziehen konnte (2;174).

Trotz der eindeutig nachweisbaren Induktion einer Superoxidbildung bei der Mutante war es
notwendig, die Entkopplung der C101A-eNOS auch im Sinne einer Verminderung der NO -
Produktion zu untersuchen. Die NO'-Bildung wurde mittels ESR gemessen und as
Zusatzexperiment zu den Aktivitdtsmessungen durchgeftihrt, da hier die tatsachlich durch die
eNOS gebildete Menge von NO' messbar ist. Bei der Bestimmung der eNOS-Aktivitét mit
dem CitrullinrAssay wird die spezifische Aktivitét des Enzyms bestimmt, wobei jedoch die
gebildete Menge L-Citrullin gemessen wird und nicht die tatséchlich freigesetzte Menge NO'.

Bel der durchgeflihrten NO -Messung mittels ESR wurde mit einem speziellen kolloidalen
Fe(DETC),-Komplex die von der Wildtyp- und C101A-eNOS gebildete NO-Menge
bestimmt (73). Die Ergebnisse der Messung der NO'-Produktion in den HEK-Zelen
bestétigten die Daten zur Aktivitdéd der beiden Enzyme. Die mit der C101A-eNOS
transfizierten HEK-Zellen zeigten eine nur halb so grof’e NO'-Produktion im basalen
Zustand. Die Stimulation der Wildtyp-eNOS mit Ca-lonophor A23187 fihrte zu einer
deutlichen Steigerung der gebildeten NO'-Menge, wogegen sich die NO'-Produktion der
Mutante kaum steigern liefd und nicht einmal an den Basalwert der Wildtyp-NO -Produktion
heranreicht (Abb. 47). Diese Ergebnisse lassen sich mit den gefundenen Daten zur Aktivitét
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der Wildtyp- und C101A-eNOS gut erkléren. Die C101A-eNOS zeigte nur eine halb so grofie
spezifische Aktivitdt wie der Wildtyp und fihrte demnach auch nur zu einer halb so grof3en
Menge an freigesetztem NO'.

Ein welterer experimenteller Ansatz ging der Frage nach, ob und inwiewelt die erhthte
Superoxidbildung durch die C101A-eNOS in HEK-Zellen zu Proteinschéden fuhrt. Es wére ja
denkbar, dass die Menge des vermehrt gebildeten Superoxid in der Zelle rasch und effizient
entgiftet wird und somit keinerlel toxischen Einfluss austibt. Hierzu wurden mit der Methode
des Oxyblot die Auswirkungen von Superoxid auf oxidative Modifikationen von Proteinen
innerhalb der Zelle bestimmt. Es ist bekannt, dass frele Radikale trotz zellulérer
Abwehrmechanismen zur Modifikation von Nukleinsduren, Lipiden und Proteinen fihren
konnen (22;32). An Proteinen finden sich solche Modifikationen vor alem in den
Seitenketten. Es kommt zur Bildung von Carbonylgruppen, wie Aldehyde und Ketone, oder
zur Ausbildung von zusétzlichen Disulfidbriicken beim Cystein (33). Mit dem Oxyblot, der
Uber einen spezifischen Antikorper einen Teil solcher Modifikationen erfasst, konnte somit

der Effekt von intrazellularem Superoxid in vivo untersucht werden.

Das mehr as doppelt so starke Oxyblot-Signal bel den mit der Mutante transfizierten HEK-
Zelen im Vergleich zu den nur mit Vektor oder dem Wildtyp transfizierten Zellen, mecht den
oxidativen Schaden an den Proteinen deutlich. Somit konnte gezeigt werden, dass die Proteine
in den C101A-HEK-Z€dllen durch Oxidation modifiziert worden waren. Diese Veranderungen
sind vermutlich von der vermehrten Superoxidbildung in den mit der Mutante transfizierten
Zellen verursacht worden. Oxidative Proteinmodifikationen werden in einem bestimmten
Ausmal’ von vielen verschiedenen Faktoren aus dem normalen Zellmetabolismus verursacht
(4,22;183). Dies eklat den Nachwels solcher Modifikationen in Wildtyp-eNOS-
transfizierten HEK-Zellen. Der grof3e Unterschied in den detektierten Proteinschaden der
mutierten Zellen im Vergleich zu den Wildtyp- und Vektor-Zellen, deutet darauf hin, dass die
Transfektion der C101A-eNOS zu einer vermehrten oxidativen Proteinmodifikation geftihrt
hat. Allerdings scheint der erhthte oxidative Stress durch die C101A-eNOS kein hohes
toxisches Ausmal’ zu erreichen, denn die transfizierten Zellen zeigten keine offensichtlichen
Veranderungen im Zytoskel ett.
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Mit der Mutation des Cystein 101 zu Alanin wurde die Zinkbindung der eNOS verandert.
Eine Veranderung der Zinkbindung fihrt nach publizierten Daten zu einer Instabilitét des
Dimers (104;141). Es liefd sich zeigen, dass im Fall der eNOS die Stabilitdt des Dimers im
SDS-Gel unter bestimmten Bedingungen dargestellt werden kann (72). Um die Dimerisierung
der Wildtyp- und C101A-eNOS zu untersuchen wurden die beiden Enzyme aus den HEK-
Zellen isoliert und aufgereinigt. Zunachst wurde erneut die spezifische Aktivitét der isolierten
Wildtyp- und C101A-eNOS in Abhangigkeit von BH, mittels Citrullin-Assay bestimmt. Die
gefundene spezifische Aktivitdt der isolierten C101A-eNOS war wie schon in den
Zellhomogenaten deutlich geringer as bei dem Wildtyp. Auch die Gabe von BH, konnte die
Aktivitat der mutierten eNOS nur bedingt steigern. Sie erreichte die spezifische Aktivitdt der
Wildtyp eNOS weder basa noch bei maximaler Gabe von 50 pM BH,. Somit sind die
Vermutungen, dass die Mutation der eNOS zu einer geringeren BH,-Affinitét fuhrt und in

einer reduzierten spezifischen Aktivitét resultiert auch am isolierten Enzym bestétigt worden.

Durch die Mutation des Cystein 101 kann der fur das katalytisch aktive eNOS-Dimer
strukturtypische tetrahedrale Cystein-Zink-Komplex nicht mehr gebildet werden. Da, wie
oben beschrieben, die Zinkbindung fir die Dimerisierung und damit die katalytische Aktivitat
der eNOS sehr wichtig ist, wurde untersucht, ob die gefundene Einschrankung der
katalytischen Aktivitdt mit einer gestorten Dimeriserung zusammenhangt. Wie in Abb. 53
dargestellt, zeigt die isolierte C101A-eNOS selbst bei hohen Gaben von BH,; keine
Dimerisierung. Dagegen lag der Wildtyp zunéchst tellweise noch as Monomer vor, konnte
aber durch Zugabe von BH, vollsténdig zur Dimeriserung angeregt werden. Diese Daten
zeigen, dass die Mutation ganz offensichtlich zu einer Destabilisierung des katalytisch aktiven
Dimers fuhrt. Sie erkléren auch, warum die Dimerbildung selbst bei unphysiologisch hohen
Konzentrationen von BH, nicht induziert werden kann. Darlber hinaus bestétigen diese
Experimente die deutliche Reduktion der Aktivitét der C101A-eNOS selbst in Gegenwart von
BH.-Séttigungskonzentrationen. Schliellich zeigen sie in Ubereingtimmung mit der Anayse
der Kristallstruktur auch, dass BH4 nur dann die Dimerisierung beeinflussen kann, wenn ein
tetrahedraer Komplex von Cystein 96 und Cystein 101 belder Monomere mit Zink
ausgebildet werden kann.
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Die Daten zur Dimeriserung der aufgereinigten Wildtyp- und C101A-eNOS spiegeln
allerdings nicht wieder, wie die Enzyme tatsachlich in den lebendigen Zellen vorliegen. Esist
wahrscheinlich, dass die C101A-eNOS in den HEK-Zelen noch zu einem gewissen
Prozentsatz als Dimer vorliegt, denn es konnte ja noch Aktivitét und auch NO-Bildung
gemessen werden. Die Tatsache, dass das isolierte mutierte Enzym in dem Western Blot
(siehe Abb. 52), der direkt nach der Aufreinigung durchgefiihrt wurde, noch detektierbares
Dimer zeigte, belegt diese Vermutung ebenfals. Dennoch bleibt festzuhaten, dass C101A-
eNOS-Dimere eine grol3e Instabilitét aufweisen. Dies ist mit einer zerstorten Zinkbindung
erklarbar, bei der zwei Liganden (C101 fur jedes Monomer) nicht mehr fir die Ausbildung
eines Komplexes zur Verfugung stehen. Ebenfalls verstdndlich wird die geringere Affinitét
gegeniber BH,4, denn fur die Stabiliserung von BH4 und die richtige Orientierung in der
eNOS igt ein intakter Zink-Komplex notwendig.

Die Untersuchungen zur C101A-eNOS-Mutante sind aus mehreren Grinden von klinischer
Relevanz. Sie zeigen, dass eine Veranderung des Cystein-Zink-Komplexes der eNOS zur
Entkopplung und zu endothelidlem oxidativen Stress fuhrt. Eine solche Mutante ermdglicht
die Entwicklung eines neuen Tiermodells zur Untersuchung der Auswirkungen von isoliertem
endothelialen oxidativen Stress in vivo. Die gefundenen Ergebnisse zeigen die therapeutische
Bedeutung einer BH,-Gabe in einem anderem Licht.

Es sind eine Reihe verschiedener Polymorphismen des eNOS-Gens beschrieben (179). Am
besten untersucht ist der Glu298Asp—Polymorphismus (178). Dieser Aminosaureaustausch
beruht auf einem "single nucleotide polymorphism” (SNP), wobei an Position 894 der DNA
(Exon 7) ein Austausch von Guanidin zu Thymidin vorliegt. Es wurde gezeigt, dass dieser
Polymorphismus die eNOS-Proteinstabilitét reduziert und zu einer Verringerung der
Lebensdauer der eNOS in der Zele fuhrt (170). Allerdings ist umstritten, ob dieser
Polymorphismus Krankheitswert besitzt. In einigen Falen wurde eine Assoziation mit dem
Auftreten von Hypertonie, koronarer Herzerkrankung oder der Atherosklerose-Progression
beschrieben (58;92;109;187), wahrend andere Untersuchungen keinen wie auch immer
gearteten Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und einem kardiovaskularen
Krankheitsgeschehen  feststellen  konnten  (21;67;68;157).  Ahnlich  widerspriichliche
Studienergebnisse finden sich auch fir andere eNOS-Polymorphismen (179).
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Ein C101A-Polymorphismus ist bislang nicht beschrieben worden. In Anbetracht der Folgen
dieses Nukleotidaustauschs auf die Proteinfunktion wére es jedoch sehr wahrscheinlich, dass
ein solcher Polymorphismus signifikante Auswirkungen auf die Entstehung und Progression
kardiovaskulérer Erkrankungen haben konnte. Um dies in-vivo untersuchen zu kdnnen, bietet
es sich an, die Cl01lA-eNOS-Mutante im Rahmen eines transgenen Tiermodells zu
untersuchen. Um das zu ermdglichen, wurde ebenfalls in dieser Arbeit ein Promotorkonstrukt
hergestellt, mit welchem eine endothel spezifische Uberexpression der C101A-eNOS-Mutante
ermoglicht wird (siehe Abschnitt 4.5). Bei erfolgreicher Uberexpression werden diese Tiere
wéhrend ihrer Entwicklung und Lebensspanne einem erhohten oxidativen Stress im
Gefallendothel ausgesetzt sein. Es kann erwartet werden, dass solche Untersuchungen dazu
beitragen, eine ursachliche Beteiligung endothelialer reaktiver Sauerstoffverbindungen an
Krankheitsprozessen im Blutgefé3system von Sdugern nachzuweisen. Darlber hinaus lasst
sich prifen, ob diese Tiere einen Phanotyp entwickeln, der typischen kardiovaskuléren
Erkrankungen wie Hypertonie oder koronarer Herzkrankheit nahekommt. Schliefdich lief3en
sch mit diessm Modell auch wertvolle Informationen zum Effekt potentiell vasoprotektiv
wirksamer neuer Arzneistoffe gewinnen (z.B. direkte, NO-unabhéngige Guanylatzyklase-
Aktivatoren).

Abschliefend werfen die hier vorgestellten Untersuchungen auch ein neues Licht auf die
therapeutische Gabe von BH, bei endothdlider Dysfunktion. Beim Menschen wird an
isolierten Gefél3en und in vivo eine Verbesserung der endothelialen Dysfunktion durch BH,4-
Gabe beobachtet (167;171). Obwohl diese Daten auf eine Verminderung der vaskuldren BH;-
Konzentration bel Atherosklerose hindeuten, zeigen Untersuchungen an cholesterol gefiitterten
Kaninchen und ApoE-knock-out-Mausen genau das Gegentell, namlich ene erhthte
vaskuldre BH4-K onzentration (69).

Daher kénnen die in verschiedenen Studien nachgewiesenen positiven Effekte von BH, auf
die Endothelfunktion bei Atherosklerose (98;167;171;177) wahrscheinlich nicht bzw. nur
bedingt auf einen einfachen Substitutionseffekt im Sinne der Regeneration einer entkoppelten
eNOS zurtickgefihrt werden. Auch ein direkter antioxidativer Effekt durch Reaktion von BH,4
mit Superoxid ist nur wenig wahrscheinlich (176). Es muss nach den hier vorliegenden Daten
vielmehr davon ausgegangen werden, dass die Entkopplung der eNOS eine Folge der
Zerstorung des tetrahedralen Cystein-Zink-Komplexes ist. Dies stimmt mit mit kdrzlich
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publizierten Daten zur Entkopplung der eNOS durch Peroxynitrit Gberein (141;191). Dennoch
wére denkbar, dass die endotheliadle Dysfunktion bei kardiovaskuldren Erkrankungen auf
einer Entkopplung der eNOS berunt, die sich auf der Grundlage eines BH,-Mangels
entwickelt. Schliefdlich ist bislang nicht bekannt, ob das tierexperimentell festgestellte Fehlen
eines BH;-Mangels bel Atherosklerose auf die Situation beim Menschen Ubertragen werden

kann.

6.5 Die Etablierung enes transgenen Tiermodells mit

endothelspezifischer Uberexpression der eNOS

Um eine zellspezifische Uberexpression in einem transgenen Tiermodell verwirklichen zu
konnen, ist ein spezifisches genetisches Steuerinstrument (Promotor) erforderlich. Solche
Promotoren sollten ideslerweise nur in der Zielzelle zu einer Uberexpression des
entsprechenden Proteins fuhren. Den eNOS-Promotor selbst konnte man nicht verwenden,
denn es wirde zur Uberexpresson der eNOS in allen Zellen kommen, die auch
physiologischerweise die eNOS exprimieren. Hierzu zdhlen neben den vaskuldren

Endothel zellen auch verschiedene Neurone im zentralen Nervensystem (122).

Es war also notwendig einen Promotor zu verwenden, der ausschliefdich in Endothelzellen zu
einer Uberexpression des eingeschleusten Transgens fuhrt. Zur Zeit der Planung dieses
Projektes waren sechs Promotoren zur endothelspezifischen Expresson bekannt. Der
KDR/flk-1 und der von Willebrandfaktor-Promotor sind zwar in vitro aktiv, ihre spezifische
Expression in vivo war allerdings strittig (38;134). Umgekehrt konnte beim Tie-1-Promotor in
vivo eine endothelspezifische Expression gezeigt werden und nicht in vitro (84). Mit dem
Preproendothelin-1-Promotor war bereits ein  eNOS-Uberexpressionsmodell der Maus
etabliert worden (127). Bel diesem Modell ist die Interpretation der Ergebnisse im Fall der
Atherosklerose oder Hypertonie alerdings schwierig, denn Angiotensin I kann in der
Gefaldwand glatter Muskelzellen eine Expression von Endothelin-1 durch Aktivierung des
Preproendothelin-1-Promotors auslosen (140;168;168). Es konnte demnach bei  solchen
atherosklerotischen oder hypertensiven transgenen Tieren zu ener durch Angiotensin |1l-
induzierten eNOS-Expression in glatten Muskelzellen kommen, die bei Wildtyp-Méausen
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nicht vorkommt. Fir die Beurteilung der Pathogenese der endothelialen Dysfunktion war der
Preproendothelin-1-Promotor demnach nicht geeignet.

Der ICAM-2-Promotor wurde sowohl in vitro als auch in vivo als endothelspezifisch aktiv
beschrieben (27). Es gibt aber auch Kritik an seiner Expression (127). Aul3erdem ist der
ICAM-2 ein humaner Promotor, so dass bel der Expresson von Genen in Mausen nicht

kalkulierbare speziesbedingte Probleme auftreten konnten.

Fur die geplanten Untersuchung zur Pathogenese der endothelialen Dysfunktion in vivo
wurde deshalb der Tie-2-Promotor verwendet. Eine transgene Maudinie mit Endothelzell-
spezifischer Uberexpression der eNOS unter Verwendung des Tie-2-Promotors ist noch nicht
beschrieben. Die Vorteile des Tie-2-Promotors sind seine hohe Spezifitét fir eine endotheliale
Expression (151;154) und der murine Ursprung des Promotors, der keine speziesbedingten
Schwierigkeiten machen durfte. Durch das Hinzufliigen der Tie-2-Enhancers zum Promotor
konnte erreicht werden, dass die Uberexpression des Transgens auch noch bei erwachsenen
Tieren erfolgte (154).

Nach der Mikroinjektion der eNOS in befruchtete Eizellen, wurden diese in weibliche Mause
implantiert. Die geborenen Tiere wurden mit der etablierten Genotypisierungs-PCR auf das
Vorkommen des Transgens hin untersucht. Die durchgefiihrte PCR zur Genotypisierung der
Founder-Tiere zeigt deutlich, welche Mause das Transgen tragen. Sie sagt allerdings noch
nicht aus, ob die injizierte cDNA auch in das Genom der Foundertiere aufgenommen wurde.
Diese Frage léasst sich erst in der folgenden, der F;-Generation, beantworten. Die
Genotypiserung gibt aul3erdem keine Auskunft Uber das Ausmald der Expression des
Transgens. Zur genauen Charakterisierung der Tiere sind noch weitere Versuche geplant. Die
Tiere werden derzeit auf den einheitlichen genetischen Hintergrund des C57black6-Stammes

zurtickgekreuzt.

In dieser Arbeit wurden erstmals wesentliche Details des Mechanismus der endothelialen
Dysfunktion beschrieben. Bei den Untersuchungen der radikalinduzierten Storungen des
NO'/cGM P-Signaltransduktionsweges zeigte sich, dass zwel der drei wichtigsten Proteine, die
eNOS und die sGC, bel endothelider Dysfunktion nachhaltig geschédigt sind. Die Ergebnisse
weisen darauf hin, dass die sGC durch oxidativen Stress derart in ihrer Funktion gestort wird,
dass die physiologisch erforderliche Aktivitdt des Enzyms selbst durch eine ausgepragte
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kompensatorische Heraufregulation der Expression nicht mehr gewdhrleisten ist. Die
Schéadigung der eNOS &auliert sich in einer Entkopplung, so dass das sonst protektiv wirkende
Enzym selbst Quelle reaktiver Sauerstoffverbindung werden kann. Schliefdich wurde mit der
C101A-eNOS-Mutante ein mogliches wissenschaftliches Modell der eNOS-Entkopplung
entwickelt, mit dem sich die Moglichkeit ergibt, die Auswirkungen von oxidativem Stressim

Endothdl auf vaskulare Funktionen in-vivo zu untersuchen.
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Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung von Stérungen des NO'/cGMP-
Signaltransduktionsweges bel endothelialer Dysfunkton. Da bel vielen kardiovaskuldren
Erkrankungen eine endothelide Dysfunktion vorliegt, wurde der schadigende Einfluss von
reaktiven Sauerstoffverbindungen auf die beiden wichtigsten Komponenten der NO'/cGMP-
Signaltransduktion, die endotheliale NO-Synthase (eNOS) und die l6diche Guanylatzyklase
(sGC) studiert.

Ausgehend von ersten Befunden zur Schadigung des NO /cGMP-Weges bei experimentel ler
Hypertonie, wurden Verdnderungen der Expression und Aktivitét der sGC bel diesem
Krankheitsbild ndher untersucht. Es stellte sich heraus, dass die Erkrankung, die mit einer
Steigerung der vaskuldren Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen assoziiert ist, zu einer
Habierung der sGC-Expresson und Aktivitdt fuhrt. Weltere Untersuchungen sollten den
Einfluss spezifischer reaktiver Sauerstoffverbindungen aufkléren. So zeigte extrazelluléares
Superoxid keinen Effekt, wahrend Peroxynitrit zwar die Aktivitét der sSGC reduzierte, aber die
Expresson nicht beeinflusste. Im Gegensatz dazu fihrte eine vermehrte intrazellulére
Superoxidbildung zu einem nahezu vollstéandigen Aktivitétsverlust der sGC, die mit einem
kompensatorischen Anstieg der Expression verbunden war. Die gleiche Situation wurde auch
bei experimenteller Atherosklerose gefunden. Damit konnten die eher unter artefiziellen
Laborbedingungen erhobenen Befunde auf eine pathologische Situation Ubertragen werden.
Insgesamt  zeigen die Untersuchungen, dass vaskularer oxidativer Stress bel  der
Pathophysiologie der Hypertonie und Atherosklerose unterschiedliche Auswirkungen hat.
Wahrend bel der Hypertonie die sGC-Aktivitdt und Expression geschadigt ist, kommt es bel
Atherosklerose zu einer kompensatorischen Hochregulation der sGC-Expression im Sinne
einer Erhatung der Effizienz des NO/cGMP-Weges. Diese Erkenntnisse lassen neue
pharmakotherapeutische Malnahmen, die den vaskularen NO'/cGMP-Weg ansteuern, bei

koronarer Herzkrankheit eher sinnvoll erscheinen als bei der Hypertonie.

Die hier untersuchte zweite Komponente des NO /cGMP-Signaltransduktionsweges ist die
eNOS. Ausgehend von einigen Berichten, dass bel einem Mangel des Kofaktors BH,4 die
eNOS entkoppelt und Superoxidradikale bildet, wurde eine eNOS-Mutante mit veranderter
BH,-Affinitét etabliert. Verglichen mit der Wildtyp-eNOS zeigte diese Mutante, bel der die
Aminosdure Cystein 101 durch Alanin ersetzt wurde, eine geringere katalytische Aktivitét,

eine verminderte NO -Bildung sowie eine erhthte Superoxidproduktionsrate. Nach Erstellung
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einer stabil transfizierten Linie von humanen embryonalen Nierenzellen lief3 sich in diesen
Zellen eine deutliche Steigerung oxidativ modifizierter Proteine beobachten. Bel der C101A-
eNOS-Mutante wurde die Zinkbindung veréndert und dadurch die Dimerisierung des Enzyms
selbst in Gegenwart von BH,4 entscheidend gestért. Insgesamt konnte somit belegt werden,
dass die eNOS selbst eine Quelle fur oxidativen Stress sein kann, wenn es durch eine
Mutation zu einer ungeniigenden Bindung von BH, kommt. Beim Menschen konnte eine
solche Mutation die Folge eines Polymorphismus oder einer oxidativen Verdnderung der
Cystein 101-Region sain.

Um die Folgen der eNOS-Entkopplung in vivo studieren zu konnen, sollte ein transgenes
Mausmodell geschaffen werden, welches das defekte Enzym endothelspezifisch
Uberexprimiert. Daher wurde im abschliefRenden Tell dieser Arbeit ein Promotorkonstrukt
entwickelt, mit welchem ein Mausmodell fur die endothelspezifische Uberexpression der
Wildtyp-eNOS und der eNOS-Mutante etabliert werden kann. Die Effektivitdt des
Konstruktes wurde am Beispiel der Wildtyp-eNOS getestet. Von insgesamt 13 Founder-
Tieren wiesen 6 das Transgen auf. Sie werden derzeit zurtickgekreuzt. Eine Charkterisierung
der Tiere und damit eine Beurteilung der Effektivitédt der endothelspezifischen eNOS-

Uberexpression ist an diesem Tiermodell moglich.

Zusammengefasst konnten in der vorliegen Arbeit erstmas wesentliche Details des
Mechanismus der endothelialen Dysfunktion aufgeklart werden. Dabel zeigte sich, dass zwel
der drei wichtigsten Proteine des NO'/cGMP-Weges, die eNOS und die sGC, be
endothelialer Dysfunktion nachhaltig geschadigt sind. Wahrend die eNOS entkoppeln und
selbst Quelle von vaskulérem oxidativen Stress werden kann, wird die sGC durch oxidativen
Stress derart in ihrer Funktion gestort, dass selbst eine ausgeprégte kompensatorische
Heraufregulation der Expression die physiologisch erforderliche Aktivitét des Enzyms nicht
mehr gewdhrleisten kann. Schliefdich wurde mit der C101A-eNOS-Mutante ein wertvolles
wissenschaftliches Werkzeug bereitgestellt, mit welchem sich erstmas die Mdoglichkeit
ergibt, die Auswirkungen von isolierten oxidativen Stress im Endothe auf vaskulédre

Funktionen in-vivo zu untersuchen.
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